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DNA-Molek<ile codlerend Snzyme, die an der Starkesyn these be- 
teiligt slnd, Vektoren, Bakterien/ transgene Pflanzenzellen 

imd Pflanzen en thai tend diese Molekiile 

Die vorliegende Erfindung betrifft DNA-Molekule , die Enzyme 
codieren, die an der Starkesynthese in Pflanzen beteiligt 
sind. Bei diesen Enzymen handelt es sich um zwei verschie- 
dene Isoformen der 16s lichen Starkesynthase sowie um eine 
Starkekorn-gebundene Starkesynthase . 

Weiterhin betrifft diese Erfindung Vektoren^ Bakterien, so- 
wie mit den beschriebenen DNA-Molekiilen transf orraierte 
Pflanzenzellen und aus diesen regenerierbare Pflanzen. 
Ferner werden Verfahren zur Herstellung transgener Pflanzen 
beschrieben, die aufgrund der Einfuhrung von DNA-Molekulen, 
die losliche bzw. Starkekorn-gebundene Starkesynthasen co- 
dieren, eine in ihren Eigenschaf ten veranderte Starke syn- 
thetisieren . 

Im Hinblick auf die zunehmende Bedeutung, die pflanzlichen 
Inhaltsstof f en als erneuerbaren Rohstof f quellen in letzter 
Zeit beigemessen wird, ist es eine der Aufgaben der biotech- 
nologischen Forschung, sich um eine Anpassung dieser pflanz- 
lichen Rohstoffe an die Anf orderungen der verarbeitenden In- 
dustrie zu bemuhen . Um eine Anwendung von nachwachsenden 
Rohstoffen in moglichst vielen Einsat zgebieten zu ermogli- 
chen, ist es daruber hinaus erf orderlich, eine groEe Stoff- 
vielfalt zu erreichen. 
, Neben Olen, Fetten und Proteinen stellen Polysaccharide die 
wesentlichen nachwachsenden Rohstoffe aus Pflanzen dar . Eine 
zentrale Stellung bei den Polysacchariden nimmt neben Cellu- 
lose die Starke ein, die einer der wichtigsten Speicher- 
stoffe in hoheren Pflanzen ist- Neben Mais,.Reis und Weizen 
spielt die Kartoffel bei der Starkeproduktion eine wichtige 
Rolle. 
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Das Polysaccharid Starke ist ein Polymer aus chetnisch ein- 
heitlichen Grundbausteinen, den Glucosemolekulen . Es handelt 
sich dabei jedoch um ein sehr komplexes Gemisch aus unter- 
schiedlichen Molekiilf ormen, die sich hinsichtlich ihres Po- 
lymer i sat ionsgrades und des Auftretens von Verzweigungen der 
Glucoseketten unterscheiden . Daher stellt Starke keinen ein- 
heitlichen Rohstoff dar. Man unterscheidet insbesondere die 
Amylose - Starke , ein im wesentlichen unverzweigtes Polymer 
aus Of- 1 , 4 -glycosidisch verkniipften Glucosemolekulen, von der 
Amylopektin- Starke , die ihrerseits ein komplexes Gemisch aus 
unterschiedlich verzweigten Glucoseketten darstellt . Die 
Verzweigungen kommen dabei durch das Auftreten von zusatzli- 
chen Qf-l , 6 -glycosidischen Verknupf ungen zustande . In typi- 
schen fiir die Starkeprodukt ion verwendeten Pflanzen, wie 
z.B. Mais Oder Kartoffel, besteht die synthet isierte Starke 
zu ca. 25 % aus Amylosestarke und zu ca. 75 % aus Amylopek- 
tin-Starke . 

Um eine moglichst breite Anwendung von Starke zu ermogli- 
chen, erscheint es wiinschenswert , Pflanzen zur Verfugung zu 
stellen, die in der Lage sind, modifizierte Starke zu syn- 
thetisieren, die sich fur verschiedene Verwendungszwecke be- 
sonders eignet . Eine Moglichkeit, derartige Pflanzen bereit- 
zustellen, besteht - neben zvichterischen MaSnahmen - in der 
gezielten genetischen Veranderung des Starkemetabolismus 
starkeproduzierender Pflanzen durch gentechnologische Metho- 
den . Voraussetzung hierfur ist jedoch die Identif izierung 
und Charakterisierung der an der Starkesynthese und/oder 
-modif ikat ion beteiligten Enzyme sowie die Isolierung der 
entsprechenden, diese Enzyme codierende DNA-Molekule . 

Die biochemischen Synthesewege, die zum Aufbau von Starke 
fuhren, sind im wesentlichen bekannt . Die Starkesynthese in 
pf lanzlichen Zellen f indet in den Plastiden statt . In photo- 
synthetisch aktiven Geweben sind dies die Chloroplasten, in 
photosynthet isch inaktiven, starkespeichernden Geweben die 
Amyloplasten . 
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Die wichtigsten an der Starkesynthese beteiligten Enzyme 
sind die Starkesynthasen sowie Verzweigungsenzyme . Bei den 
Starkesynthasen sind verschiedene Isoformen beschrieben, die 
alle eine Polymerisierungsreaktion durch Obertragung eines 
Glucosylrestes von ADP-Glucose auf a-l , 4-Glucane katalysie- 
ren. Verzweigungsenzyme katalysieren die Einfuhrung von a- 
1, 6-Verzweigungen in lineare a- 1 , 4-Glucane . 

Daruber hinaus wird die Beteiligung weiterer Enzymaktivita- 
ten, beispielsweise hydrolytischer oder phosphorolytischer , 
an der Starkesynthese diskutiert (Preiss in Oxford Surveys 
of Plant Molecular and Cell Biology, Oxford University 
Press, Vol. 7 (1991), 59-114). Im fall des "R-Enzyms", des 
sogenannten Disproportionierungsenzyms , und der Starkephos- 
phorylasen kann ebenfalls eine Beteiligung an der Starkesyn- 
these nicht ausgeschlossen werden, obwohl diese Enzyme bis-- 
her meist mit dem StSrkeabbau in Verbindung gebracht werden. ■ 
Starkesynthasen konnen in zwei Klassen eingeteilt werden: 
die starkekorn-gebundenen Starkesynthasen ( "granule -bound 
starch synthases"; GBSS) , die uberwiegend an Starkekorner . 
gebunden, aber auch in loslicher Form vorliegen, und die 
loslichen Starkesynthasen ("soluble starch synthases"; SSS) . . 
Fur verschiedene Pf lanzenspezies werden innerhalb dieser- 
Klassen wiederum verschiedene Isoformen beschrieben, die 
sich hinsichtlich ihrer Abhangigkeit von Startermolekulen 
unterscheiden (sogenannte "primer dependent" (Typ II) und 
"primer independent" (Typ I) starch synthases) . 
Lediglich fur die Isoform GBSS I gelang es bisher, die ge- 
naue Funktion bei der Starkesynthese zu ermitteln. Pflanzen, 
in denen diese Enzymaktivitat stark oder vollkommen redu- 
aiert ist, synthetisieren eine amylosefreie (sogenannte 
"waxy") Starke (Shure et al . , Cell 35 (1983), 225-233; 
Visser et al., Mol . Gen. Genet. 225 (1991), 289-296; wo 
92/11376), so daS diesem Enzym eine entscheidende Rolle bei 
der Synthese der Amylosestarke zugesprochen wird. Dieses 
Phanomen wird ebenfalls in Zellen der Grunalge Chlamydomonas 
reinhardtii beobachtet (Delrue et al., J. Bacteriol. 174 
(1992) , 3612-3620) . Bei Chlamydomonas konnte daruber hinaus 
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gezeigt werden, daS GBSS I nicht nur an der Synthese der 
Amylose beteiligt ist, sondern auch einen EinfluE auf die 
Amylopektinsynthese besitzt. In Mutanten, die keine GBSS I- 
Aktivitat aufweisen, fehlt eine bestimmte Fraktion des nor- 
malerweise synthetisierten Amylopektins , die langerkett ige 
Glucane auf weist . 



Die Funktionen der anderen Isoformen der Starkekorn-gebun- 
denen • Starkesynthasen, insbesondere der GBSS II, und der 
loslichen Starkesynthasen sind bisher unklar. Es wird ange- 
nommen, dalS die loslichen Starkesynthasen zusammen mit Ver- 
zweigungsenzymen an der Synthese des Amylopektins beteiligt 
sind (siehe z.B. Ponstein et al . , Plant Physiol. 92 (1990), 
234-241) und daS sie eine wichtige Funktion bei der Regula- 
tion der Starkesyntheserate spielen. 

Bei Kartoffel vs^rden die Isoformen GBSS I, GBSS II, sowie 
zwei bzw. drei Isoformen der loslichen Starkesynthasen, die 
bisher nicht naher bezeichnet wurden, identif iziert 
(Ponstein et al . , Plant Physiol. 92 (1990), 234-241; Smith 
et al., Planta 182 (1990), 599-604; Hawker et al . , 
Phytochemistry 11.(1972), 1287-1293). Fur Erbse wurde eben- 
falls eine GBSS II nachgewiesen (Dry et al., The Plant Jour- 
nal 2,2 (1992), 193-202). 

Eine GBSS I aus Kartoffel codierende cDNA sowie eine genomi- 
sche DNA sind bereits beschrieben (Visser et al . , Plant Sci . 
64 (1989), 185-192; van der Leij et al., Mol . Gen. Genet. 
228 (1991), 240-248). Nucleinsauresequenzen , die weitere 
Starkekorn-gebundene Starkesynthasen oder eine der loslichen 
Starkesynthase- Isoformen aus Kartoffel codieren, lagen je- 
doch bisher noch nicht vor. 

AulSer bei der Kartoffel wurden losliche Starkesynthasen auch 
in einer Reihe weiterer Pf lanzenarten identif iziert . Losli- 
che Starkesynthasen sind beispielsweise bis zur Homogenitat 
aus Erbse (Denyer und Smith, Planta 186 (1992) , 609-617) und 
Mais (WO 94/09144) isoliert worden. Im Fall der Erbse 
stellte sich heraus, daS die als SSS II identif izierte Iso- 
form der loslichen Starkesynthase identisch ist mit der 
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Starkekorn-gebundenen Starkesynthase GBSS II (Denyer et al., 
Plant J. 4 (1993), 191-198). Fur einige weitere Pflanzenspe- 
zies wurde das Vorhandensein mehrerer SSS-Isofortnen rait 
Hilfe chromatographischer Methoden beschrieben, beispiels- 
weise bei Gerste (TyynelS und Schulman, Physiologia 
Plantarum 89 (1993) 835-841; Kreis. Planta 148 (1980), 412- 
416), Mais (Pollock und Preiss, Arch. Biochem. Biophys. 204 
(1980), 578-588) und Weizen (Rijven, Plant Physiol. 81 
(1986), 448-453). DNA-Sequenzen, die diese Proteine codie- 
ren, wurden jedocli bisher nicht beschrieben. 

Eine cDNA-Sequenz , die eine losliche Starkesynthase codiert, 
wurde bisher lediglich fur Reis beschrieben (Baba et al., 
Plant Physiol. 103 (1993), 565-573). 

Urn Moglichkeiten bereitzustellen, beliebige starkespeicherde 
Pflanzen dahingehend zu verandern, dafi sie eine modifizierte 
Starke synthetisieren, ist es erf orderlich, jeweils DNA-Se- 
quenzen zu identifizieren, die die verschiedenen Isoformen 
der Starkekorn-gebundenen bzw. loslichen Starkesynthasen co- 
dieren. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, 
DNA-Molekiile, insbesondere aus Kartoffel, zur Verfugung zu 
stellen, die an der Starkebiosynthese beteiligte Enzyme co- 
dieren und mit deren Hilfe es moglich ist, gentechnisch ver- 
anderte Pflanzen herzustellen, die eine erhohte Oder ernied- 
rigte AktivitSt dieser Enzyme aufweisen, wodurch es zu einer 
Veranderung der chemischen und/oder physikalischen Eigen- 
schaften der in diesen Pflanzen synthetisierten Starke 
kommt . 

Diese Aufgabe wird durch die Bereitstellung der in den Pa- 
tent anspruchen bezeichneten Ausf uhrungsf ormen gelost . 

Die Erfindung betrifft daher DNA-Molekule, die Starkesyntha- 
sen codieren, insbesondere solche DNA-Molekule, die St^rke- 
korn-gebundene Starkesynthasen der Isoform II codieren, als 
auch DNA-Molekule, die losliche Starkesynthasen codieren. 
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Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung DNA-Mole- 
kule, die Proteine mit der biologischen Aktivitat einer 
Starkekorn-gebundenen Starkesynthase der Isoform II (GBSSII) 
codieren oder ein biologisch aktives Fragment eines solchen 
Proteins, wobei derartige Molekule vorzugsweise Proteine mit 
der unter Seq ID No . 8 angegebenen Aminosauresequenz codie- 
ren. Insbesondere betrifft die Erfindung DNA-Molekule mit 
der unter Seq D No. 7 angegebenen Nucleotidsequenz , bevor- 
zugt Molekule, die die in Seq ID No. 7 angegebene codierende 
Region umfassen. 

Gegenstand der Erfindung sind ebenfalls DNA-Molekule, die 
eine GBSSII codieren und deren Sequenz aufgrund der Degene- 
ration des genetischen Codes von den Nucleotidsequenzen der 
oben beschriebenen DNA-Molekule abweicht . 

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung DNA-Molekule, die 
GBSSII codieren und die mit einem der oben beschriebenen 
DNA-Molekule hybridisieren . Derartige DNA-Molekule stammen 
vorzugsweise aus starkespeichernden Pflanzen, insbesondere 
dicotylen Pflanzen, und besonders bevorzugt aus Kartoffel. 
Die durch die erf indungsgemafien DNA-Molekule codierten 
GBSSII-Proteine haben vorzugsweise ein Molekulargewicht von 
85±5 kD. GBSSII-Proteine liegen vorwiegend an Starkekorner 
gebunden vor, konnen jedoch auch in loslicher Form vorlie- 
gen . 



Ferner betrifft die vorliegende Erfindung DNA-Molekule, die 
Proteine mit der biologischen Aktivitat einer loslichen 
Starkesynthase der Isoform B (SSSB) codieren oder ein biolo- 
gisch aktives Fragment eines solchen Proteins, wobei derar- 
tige Molekule vorzugsweise Proteine mit der unter Seq ID No. 
10 angegebenen Aminosauresequenz codieren. Insbesondere be- 
trifft die Erfindung DNA-Molekule mit der unter Seq ID No. 9 
angegebenen Nucleotidsequenz , bevorzugt Molekule, die die in 
Seq ID No. 9 angegebene codierende Region umfassen. 
Gegenstand der Erfindung sind ebenfalls DNA-Molekule, die 
eine SSSB codieren und deren Sequenz aufgrund der Degenera- 
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tion des genetischen Codes von den Nucleotidsequenzen der 
oben beschriebenen DNA-Molekule abweicht . 

Femer betrifft die vorliegende Erfindung DNA-Molekule, die 
SSSB codieren und die mit einem der oben beschriebenen DNA- 
Molekule hybridisieren. Ausgenommen sind dabei DNA-Molekule 
aus Reis. Die^-durch die erf indungsgemafien DNA-Molekule 
codierten SSSB- Proteine haben vorzugsweise ein 

Molekulargewicht von 78±5 kD. 

Die enzymatischen Eigenschaf ten der SSSB-Proteine sind in 
den Beispielen beschrieben. 

Die Erfindung betrifft weiterhin DNA-Molekule, die Proteine 
mit der biologischen Aktivit^t einer loslichen Starkesyn- 
thase der Isoform A (SSSA) codieren. Derartige Proteine kon- 
nen beispielsweise dadurch charakterisiert werden, dafi sie 
von einem Antikorper, der gegen das Peptid mit der Aminosau- 
resequenz 

NH2-GTGGLRDTVENC-COOH (Seq ID No. 13) 

gerichtet ist, erkannt werden. Die enzymatischen Eigenschaf - 
ten der SSSA- Proteine sind in den Beispielen beschrieben. 
Ein Beispiel fiir ein DNA-Molekul, das ein derartiges Protein 
codiert, ist ein DNA-Molekul mit der in Seq ID No. 11 darge- 
stellten codierenden Region. Dieses DNA-Molekul kann verwen- 
det werden, um aus anderen Organismen, insbesondere Pflanzen 
DNA-Molekule zu isolieren, die SSSA- Proteine codieren. 
Somit betrifft die vorliegende Erfindung auch DNA-Molekule, 
die Proteine mit der biologischen Aktivitat einer loslichen 
Starkesynthase der Isoform A (SSSA) codieren oder ein biolo- 
gisch aktives Fragment eines solchen Proteins, wobei derar- 
tige Molekule vorzugsweise Proteine mit der unter Seq ID No. 
12 angegebenen Aminosauresequenz codieren. Insbesondere be- 
trifft die Erfindung DNA-Molekule mit der unter SeqID No. 11 
angegebenen Nucleot idsequenz , bevorzugt Molekule, die die in 
Seq ID No. 11 angegebene codierende Region umfassen. 
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Gegenstand der Erfindung sind ebenfalls DNA-Molekule , die 
eine SSSA codieren und deren Sequenz aufgrund der Degenera- 
tion des genetischen Codes von den Nucleotidsequenzen der 
oben beschriebenen DNA-Molekiile abweicht. 

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung DNA-Molekule, die 
SSSA codieren und die mit einem der oben beschriebenen DNA- 
Molekule hybridisieren . 

Das SSSA-Protein hat dabei vorzugsweise in einer SDS-Gel- 
elektrophorese ein apparentes Molekulargewicht von ca . 120 
bis 140 kD, insbesondere von ca . 135 kD. 

Der Begriff "Hybridisierung" bedeutet im Rahmen dieser Er- 
findung eine Hybridisierung unter konventionellen Hybridi- 
sierungsbedingungen, vorzugsweise unter stringenten Bedin- 
gungen, wie sie beispielsweise in Sambrock et al . , Molecular 
Cloning, A Laboratory Manual, 2. Auf 1 . (1989) Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY) beschrieben 
sind. DNA-Molekule, die mit den erf indungsgemaSen DNA-Mole- 
kulen hybridisieren, konnen prinzipiell aus jedem beliebigen 
Organismus (d.h. Proparyonten oder Eukaryonten, insbesondere 
aus Bakterien, Pilzen, Algen, Pflanzen oder tierischen 
Oprganistnen) stammen, der derartige DNA-Molekule besitzt. 
Sie stammen vorzugsweise aus monokotylen oder dikotylen 
Pflanzen, insbesondere aus Nutzpf lanzen , und besonders be- 
vorzugt aus Starke -speichernden Pflanzen. 

DNA-Molekule, die mit den erf indungsgemafien DNA-Molekulen 
hybridisieren, konnen z.B. aus genomischen oder aus cDNA-Bi- 
bliotheken verschiedener Organismen isoliert werden. 
Die Identif izierung und Isolierung derartiger DNA-Molekule 
aus Pflanzen oder anderen Organismen kann dabei unter Ver- 
wendung der erf indungsgemaSen DNA-Molekule oder Telle dieser 
DNA-Molekule bzw. der reversen Komplemente dieser Molekule 
erfolgen, z.B. mittels Hybridisierung nach Standardverf ahren 
(siehe z.B. Sambrook et al . , 1989, Molecular Cloning, A 
Laboratory Manual, 2. Aufl. Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold Spring Harbor, NY) . 
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Als Hybridisierungsprobe konnen z.B. DNA-Molekule verwendet 
werden, die exakt die oder im wesentlichen die unter Seq ID 
No. 7, 9 Oder 11 angegebene DNA-Sequenz oder Teile dieser 
Sequenz aufweisen. Bei den als Hybridisierungsprobe verwen- 
deten DNA-Fragmenten kann es sich auch urn synthetische DNA- 
Fragmente handeln-; die mit Hilfe der gangigen DMA- Synthase - 
techniken hergestellt wurden und deren Sequenz im wesentli- 
chen mit der eines erf indungsgemafien DNA-Molekuls uberein- 
stimmt. Hat man Gene ident if iziert und isoliert, die mit den 
erf indungsgemafien DNA-Sequenzen hybridisieren, ist eine Be- 
stimmung der Sequenz und eine Analyse der Eigenschaf ten der 
von dieser Sequenz codierten Proteine erf orderlich . 

Die mit den erf indungsgemafien DNA-Molekulen hybridisierenden 
Molekule umfassen auch Fragmente, Derivate und allelische 
Varianten der oben beschriebenen DNA-Molekule , die eines der 
oben beschriebenen Proteine codieren. Unter Fragmenten wer- 
den dabei Teile der DNA-Molekule verstanden, die lang genug 
sind, urn eines der beschriebenen Proteine zu codieren. Der 
Ausdruck Derivat bedeutet in diesem Zusammenhang, daS die 
DNA-Sequenzen dieser Molekule sich von den Sequenzen der 
oben beschriebenen DNA-Molekule an einer oder mehreren Posi- 
tionen unterscheiden und einen hohen Grad an Homologie zu 
diesen DNA-Sequenzen aufweisen. Homologie bedeutet dabei 
eine Sequenzidentitat von mindestens 40 insbesondere eine 
Identitat von mindestens 60 %, vorzugsweise uber 80 % und 
besonders bevorzugt uber 90 %. Die Abweichungen zu den oben 
beschriebenen DNA-Molekulen konnen dabei durch Deletion, 
Substitution, Insertion oder Rekombination entstanden sein. 
Homologie bedeutet ferner, daE funktionelle und/oder struk- 
turelle Aquivalenz zwischen den betreffenden DNA-Molekulen 
Oder den durch sie codierten Proteinen, besteht . Bei den 
DNA-Molekulen, die homolog zu den oben beschriebenen DNA-Mo- 
lekulen sind und Derivate dieser DNA-Molekule darstellen, 
handelt es sich in der Regel urn Variationen dieser DNA-Mole- 
kule, die Modifikationen darstellen, die dieselbe biologi- 
sche Funktion ausuben. Es kann sich dabei sowohl urn naturli- 
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cherweise auftretende Variationen handeln, beispielsweise urn 
Sequenzen aus anderen Organismen, oder urn Mutationen, wobei 
diese Mutationen auf naturliche Weise aufgetreten sein kon- 
nen oder durch gezielte Mutagenese eingefuhrt wurden. Ferner 
kann es sich bei den Variationen urn synthetisch hergestellte 
Sequenzen handeln. Bei den allelischen Varianten kann es 
sich sowohl urn natiirlich auftretende Varianten handeln, als 
auch urn synthetisch hergestellte oder durch rekombinante 
DNA-Techniken erzeugte Varianten. 

Die von den verschiedenen Varianten der erf indungsgemaSen 
DNA-Molekule codierten Proteine weisen bestimmte gemeinsame 
Charakteristika auf. Dazu konnen z.B. Enzymaktivitat , Mole- 
kulargewicht, immunologische Reaktivitat, Konformation etc. 
gehdren, sowie physikalische Eigenschaf ten wie z.B. das 
Lauf verhalten in Gelelektrophoresen, chromatographisces Ver- 
halten, Sedimentat ionskoef f izienten , Loslichkeit , spektro- 
skopische Eigenschaf ten, Stabilitat; pH-Optimum, Temperatur- 
Optimum etc . 

Wichtige Charakteristika einer Starkesynthase sind: i) ihre 
Lokalisation im Stroma der Plastiden pflanzlicher Zellen; 
ii) ihre Fahigkeit zur Synthese linearer a- 1 , 4 -verknupf ter 
Polyglucane unter Verwendung von ADP-Glucose als Substrat . 
Diese Aktivitat kann wie in Denyer und Smith (Planta 186 
(1992), 606-617) und in den Beispielen beschrieben bestimmt 
werden . 

Die erf indungsgemaSen DNA-Molekule konnen prinzipiell aus 
jedem Organismus stammen, der die beschriebenen Proteine ex- 
primiert, vorzugsweise aus Pflanzen, insbesondere aus star- 
kesynthetisierenden bzw. starkespeichernden Pflanzen. Diese 
konnen sowohl monokotyle oder auch dikotyle Pflanzen sein. 
Besonders bevorzugt sind dabei z.B. Getreidearten (wie Ger- 
ste, Roggen, Hafer, Weizen etc.), Mais, Reis, Erbse, Maniok, 
Kartoffel usw. 
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Ferner betrifft die Erfindung Vektoren, insbesondere Plas- 
mide, Cosmide, Viren. Bacteriophagen und andere in der Gen- 
technik gangige Vektoren, die die oben beschriebenen erfin- 
dungsgemaSen DNA-Molekule enthalten. 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm sind die in den Vekto- 
ren enthaltenen DNA-Molekule verknxipft mit DNA- Element en, 
die die Transkription und Synthese einer translatierbaren 
RNA in prokaryontischen oder eukaryont ischen Zellen gewahr- 
leisten . 

Die Expression der erf indungsgemafien DNA-Molekule in proka- 
ryontischen Zellen, beispielsweise in Escherichia coll, ist 
insofern interessant, als daS auf diese Weise eine genauere 
Charakterisierung der enzymatischen AktivitSten dieser 
Enzyme, fur die diese Molekule codieren, ermoglicht wird. Es 
ist insbesondere moglich, das Produkt , das von den entsprer 
chenden Enzymen in Abwesenheit anderer, in der pflanzlichen 
Zelle an der Starkesynthese beteiligter Enzyme synthetisiert 
wird, zu charakterisieren. Dies laSt Ruckschliisse zu auf die 
Funktion, die das entsprechende Protein bei der Starkesyn- 
these in der Pf lanzenzelle ausubt . 

Daruber hinaus ist es moglich, mittels gangiger molekular- 
biologischer Techniken (siehe z.B. Sambrook et al . , 1989, 
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2. Auf 1 . Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY) verschie- 
denartige Mutationen in die erf indungsgemaSen DNA-Molekule 
einzufiihren, wodurch es zur Synthese von Proteinen mit even- 
tuell veranderten biologischen Eigenschaf ten kommt . Hierbei 
ist zum einen die Erzeugung von Deletionsmutanten moglich, 
bei denen durch f ortschreitende Deletionen vom 5'- oder vom 
3'- Ende der codierenden DNA-Sequenz DNA-Molekule erzeugt 
werden, die zur Synthese entsprechend verkiirzter Proteine 
fuhren' Durch derartige Deletionen am 5' -Ende der DNA-Se- 
quenz ist es beispielsweise moglich, Aminosauresequenzen zu 
identifizieren, die fur die Translokation des Enzyms in die 
Plastiden verantwortlich sind (Transitpeptide) . Dies erlaubt 
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es, gezielt Enzyme herzustellen, die durch Entfernen der 
entsprechenden Sequenzen nicht mehr in den Plastiden, son- 
dern im Cytosol lokalisiert sind, oder aufgrund der Addition 
von andereren Signalsequenzen in anderen Kompartimenten lo- 
kalisiert sind. 

Andererseits ist auch die Einfuhrung von Punktmutationen 
denkbar an Positionen, bei denen eine Veranderung der Amino- 
sauresequenz einen EinfluE beispielweise auf die Enzymakti- 
vitat Oder die Regulierung des Enzyms hat. Auf diese Weise 
konnen z.B. Mutanten hergestellt werden, die einen verander- 
^'^^^^ besitzen oder nicht mehr den normalerweise in 
der Zelle vorliegenden Regulationsmechanismen uber alloste- 
rische Regulation oder kovalente Modif izierung unterliegen. 
Des weiteren konnen Mutanten hergestellt werden, die eine 
veranderte Substrat- oder Produktspezif itat aufweisen, wie 
z.B. Mutanten, die als Substrat ADP-Glucose- 6 -Phosphat an- 
statt ADP-Glucose verwenden. Weiterhin konnen Mutanten her- 
gestellt werden, die ein verandertes Akt ivitats -Temperatur- 
Profil aufweisen. 

Fur die gentechnische Manipulation in prokaryontischen Zel- 
len konnen die erf indungsgemaEen DNA-Molekule oder Telle 
dieser Molekule in Plasmide eingebracht werden, die eine Mu- 
tagenese oder eine Sequenzveranderung durch Rekombination 
von DNA- Sequenzen erlauben. Mit Hilfe von Standardverf ahren 
(vgl. Sambrook et al . , 1989, Molecular Cloning: A laboratory 
manual, 2. Auf 1 . , Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY, 
USA) konnen Basenaustausche vorgenommen oder natiirliche oder 
synthetische Sequenzen hinzugefugt werden. Fur die Verbin- 
dung der DNA-Fragmente untereinander konnen an die Fragmente 
Adaptoren oder linker angesetzt werden. Ferner konnen Mani- 
pulationen, die passende Restrikt ionsschnittstellen zur Ver- 
fiigung stellen oder die uberflussige DNA oder Restriktions- 
schnittstellen entfernen, eingesetzt werden. Wo Insertionen, 
Deletionen oder Subst itut ionen in Frage kommen, konnen in 
vi tro-Mutagenese, "primer repair", Restrikt ion oder Ligation 
verwendet werden. Als Ana lys erne thode werden im allgemeinen 
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eine Sequenzanalyse , eine Restriktionsanalyse und weitere 
biochemisch-molekularbiologische Methoden durchgef uhrt . 

In einer weiteren Ausf uhrungsf orm betrifft die Erfindung 
Wirtszellen, insbesondere prokaryontische oder eukaryonti- 
sche Zellen. -die ein oben beschriebenes erf indungsgemafies 
DNA-Molekul Oder einen erf indungsgemafien Vektor enthalten. 
Dabei handelt es sich vorzugsweise urn bakterielle Zellen 
Oder pflanzliche Zellen. 

Gegenstand der Erfindung sind ferner die Proteine, die durch 
die erfindungsgemalSen DNA-Molekule codiert werden, sowie 
Verfahren zu deren Herstellung, wobei eine erf indungsgemaEe 
Wirtszelle unter Bedingungen kultiviert wird, die die Syn- 
these des Proteins erlauben, und das Protein aus den kulti- 
vierten Zellen und/oder dem Kulturmedium isoliert wird. 

Es wurde nun gefunden, dafi es durch die Bereitstellung der 
erf indungsgemaSen DNA-Molekule moglich ist, mit Hilfe gen- 
technischer Methoden in den Starkemetabolismus von Pflanzen 
einzugreifen, wie es bisher nicht moglich war, und ihn da- 
hingehend zu verandern, daS es zur Synthese einer Starke 
kommt, die in ihren physikalisch-chemischen Eigenschaf ten, 
insbesondere dem Amylose/Amylopektin-Verhaltnis , dem Ver- 
zweigungsgrad, der durchschnittlichen Kettenlange, dem Phos- 
phatgehalt, der Verkleisterung , der StarkekorngroSe und/oder 
der Starkekornform im Vergleich zu in Wildtyp-Pf lanzen syn- 
thetisierter Starke verandert ist . Losliche Starkesynthasen 
spielen beispielsweise eine zentrale Rolle bei der Regula- 
tion der Syntheserate der Starke. Daher ist durch eine Er- 
hohung der Aktivitat dieser Enzyme oder durch die Bereit- 
stellung von Mutanten, die nicht mehr den zelleigenen Regu- 
lationsmechanismen unterliegen und/oder unterschiedliche 
Temperaturabhangigkeiten in bezug auf ihre Aktivitat besit- 
zen, eine Ertragssteigerung in entsprechend gentechnisch 
veranderten Pflanzen moglich. Die wirtschaf t liche Bedeutung 
der Moglichkeit des Eingriffs in die Starkesynthese allein 
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bei Kartof felpf lanzen ist of f ensichtlich : Die Kartoffel ist 
beispielsweise in Europa neben Mais und Weizen eine der 
wichtigsten Pf lanzen zur Starkegewinnung . Ca . 20 % der in 
Europa jahrlich produzierten Starke wird aus Kartof feln ge- 
wonnen, Ferner weist Kartof felstarke im Vergleich zu Starke 
aus Mais und Weizen einige vorteilhafte Eigenschaf ten auf, 
beispielsweise einen niedrigen Protein- und Lipidgehalt so- 
wie verhaltnismafiig grofie Starkekorner , Phosphatgehalt , wes- 
halb sie, falls dies moglich ist, vorzugsweise verwendet 
wird . 

Moglich ist somit die Expression der erf indungsgemaiSen DNA- 
Molekule in pflanzlichen Zellen, urn die Aktivitat einer oder 
mehrerer Starkesynthasen zu erhohen. Ferner ist es moglich, 
die erf indungsgemaSen DNA-Molekule nach dem Fachmann bekann- 
ten Methoden zu modif izieren, um Starkesynthasen zu erhal- 
ten, die nicht mehr den zelleigenen Regulationsmechanismen 
unterliegen, bzw. veranderte Temperaturabhangigkeiten oder 
Substrat- bzw. Produktspezif itaten aufweisen. 

Es besteht grundsatzlich die Moglichkeit, daS das syntheti- 
sierte Protein in jedem beliebigen Kompartiment der pflanz- 
lichen Zelle lokalisiert sein kann. Um die Lokalisation in 
einem bestimmten Kompartiment zu erreichen, muS die die Lo- 
kalisation in Plastiden gewahrleistende Sequenz deletiert 
werden und die verbleibende codierende Region gegebenenf alls 
mit DNA-Seguenzen verknupft werden, die die Lokalisierung in 
dem jeweiligen Kompartiment gewahrleisten . Derartige Sequen- 
zen sind bekannt (Siehe beispielsweise Braun et al . , 1992, 
EMBO J. 11:3219-3227; Wolter et al . , 1988, Proc. Natl, Acad. 
,Sci, USA 85:846-850; Sonnewald et al - , 1991, Plant J. 1:95- 
106) . 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit auch transgene 
Pf lanzenzellen, die ein erf indungsgemafies DNA-Molekiil ent- 
halten, wobei dieses mit regulatorischen DNA-Elementen ver- 
knupft ist, die die Transkription in pflanzlichen Zellen ge- 
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wahrleisten, insbesondere mit einem Promotor, der in bezug 
auf das DNA-Molekul heterolog ist. 

Die transgenen Pf lanzenzellen konnen nach dem Fachmann be- 
kannten Techniken zu ganzen Pflanzen regeneriert werden. Die 
durch Regeneration der erf indungsgemaSen transgenen Pf lan- 
zenzellen erhaltlichen Pflanzen sind ebenfalls Gegenstand 
der vorliegenden Erf indung. Ferner sind Gegenstand der E*- 
findung Pflanzen, die die obenbeschriebenen transgenen 
Pf lanzenzellen enthalten. Bei den transgenen Pflanzen kann 
es sich prinzipiell urn Pflanzen jeder beliebigen Pflanzen- 
spezies handeln, d.h. sowohl monokotyle als auch dikotyle 
Pflanzen. Bevorzugt handelt es sich urn Nutzpf lanzen, wie 
z.B. Getreidearten (Roggen, Gerste Hafer, Weizen etc.), 
Reis, Mais, Erbse, Maniok oder Kartoffel. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls Vermehrungsmaterial der er- 
f indungsgemalSen Pflanzen, beispielsweise Friichte, Samen, 
Knollen, Stecklinge etc. 

Die erfindungsgemaSen transgenen Pf lanzenzellen und Pflanzen 
synthetisieren aufgrund der Expression bzw. zusatzlichen Ex- 
pression eines erf indungsgemaSen DNA-Molekuls eine Starke, 
die im Vergleich zu Starke aus Wildtyp-Pf lanzen, d.h. nicht- 
transformierten Pflanzen, modifiziert ist, insbesondere im 
Hinblick auf die Viskositat wafiriger Losungen dieser Starke 
und/oder den Phosphatgehalt . 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit auch die aus 
den erfindungsgemaSen transgenen Pf lanzenzellen und Pflanzen 
erhaltliche Starke. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind transgene Pflan- 
zenzellen, in denen die Aktivitat eines erf indungsgemaSen 
Proteins verringert ist im Vergleich zu nicht - transf ormier- 
ten Pflanzen. Es wurde gefunden, daS es in Pf lanzenzellen 
mit einer verringerten Aktivitat eines erf indungsgemaSen 
Proteins zur Synthese einer Starke mit veranderten chemi- 
schen und/oder physikalischen Eigenschaf ten kommt verglichen 
mit Starke aus Wildtyp-Pf lanzenzellen . 
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Die Herstellung von Pf lanzenzellen mit einer verringerten 
Aktivitat eines erf indungsgemaSen Proteins kann beispiels- 
weise unter Verwendung der erf indungsgemafien DNA-Molekule 
erreicht werden. Moglich sind hierbei die Expression einer 
entsprechenden antisense-RNA, einer sense-RNA zur Erzielung 
eines Cosuppressionsef f ektes oder die Expression . eines . ent- 
sprechend konstruierten Ribozyms, das spezifisch Transkripte 
spaltet, die eines der erf indungsgemafien Proteine codieren. 
Vorzugsweise wird zur Reduzierung der Aktivitat eines erfin- 
dungsgemaSen Proteins in pflanzlichen Zellen eine antisense- 
RNA exprimiert. 

Hierzu kann zum einen ein DNA-Molekul verwendet werden, das 
die gesamte fur ein erf indungsgemafies Protein codierende Se- 
quenz einschlielSlich eventuell vorhandener f lankierender Se- 
quenzen umfaSt, als auch DNA-Molekule, die nur Telle der co- 
dierenden Seguenz umfassen, wobei diese Teile lang genug 
sein miissen, urn in den Zellen einen antisense-Ef f ekt zu be- 
wirken. Es konnen im allgemeinen Sequenzen bis zu einer Min- 
destlange von 15 bp, vorzugsweise einer Lange von 100-500 
bp, fur eine effiziente antisense- Inhibition insbesondere 
Sequenzen mit einer Lange uber 500 bp verwendet werden. In 
der Regel werden DNA-Molekule verwendet, die kiirzer als 5000 
bp, vorzugsweise Sequenzen, die kurzer als 2500 bp sind. Be- 
vorzugt werden DNA-Molekule verwendet, die homolog in bezug 
auf die zu transf ormierende Pf lanzenspezies sind. 
Moglich ist auch die Verwendung von DNA-Sequenzen, die einen 
hohen Grad an Homologie zu den Sequenzen der erf indungsge- 
tnaEen DNA-Molekule aufweisen, aber nicht vollkommen iden- 
tisch sind. Die minimale Homologie sollte groSer als ca . 65 
,% sein. Die Verwendung von Sequenzen mit Homologien zwischen 
95 und 100 % ist zu bevorzugen. 

Die erf indungsgemafien transgenen Pf lanzenzellen konnen nach 
dem Fachmann bekannten Techniken zu ganzen Pflanzen regene- 
riert werden. Gegenstand der Erfindung sind somit auch 
Pflanzen, die die erf indungsgemafien transgenen Pflanzenzel- 
len enthalten. Bei diesen Pflanzen kann es sich prinzipiell 
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um Pf lanzen jeder beliebigen Pf lanzenspezies handeln, d.h. 
sowohl monokotyle als auch dikotyle Pf lanzen. Vorzugsweise 
handelt es sich um Nut zpf lanzen, insbesondere starkespei- 
chernde Pf lanzen, wie z.B. Getreidearten (Roggen, Gerste, 
Hafer, Weizen, etc.), Reis, Mais, Erbse, Maniok oder Kartof- 
fel. Die Erfindung betrifft ebenfalls Vermehrungsmaterial 
der erfindungsgemaSen Pf lanzen, wie z.B. Fruchte, Samen, 
Knollen, Stecklinge etc. 

Die erfindungsgemaSen transgenen Pf lanzenzellen und Pflanzen 
synthetisieren aufgrund der Verringerung der Aktivitat eines 
der erfindungsgemaSen Proteine eine Starke, die im Vergleich 
zu Starke aus nicht- transf ormierten Pf lanzenzellen bzw. 
Pflanzen veranderte chemische und/oder physikalische Eigen- 
schaften aufweisen. Diese Starke zeigt beispielsweise eine 
veranderte Viskositat ihrer waSrigen Losungen und/oder einen 
veranderten Phosphatgehalt , 

Gegenstand der Erfindung ist somit auch die aus den vorge- 
hend beschriebenen transgenen Pf lanzenzellen und Pflanzen 
erhaltliche Starke- 

Die erfindungsgemaSen Starken konnen nach dem Fachmann be- 
kannten Verfahren modifiziert werden und eignen sich in un- 
modifizierter oder modif izierter Form fiir verschiedene Ver- 
wendungen im Nahrungsmi ttel - oder Nicht -Nahrungsmi t telbe - 
reich . 

Die Einsatzmoglichkeit der Starke laSt sich grundsatzlich in 
zwei groSe Bereiche unterteilen. Der eine Bereich umfaSt die 
Hydrolyseprodukte der Starke, hauptsachlich Glucose und Glu- 
canbausteine, die iiber enzymatische oder chemische Verfahren 
erhalten werden. Sie dienen als Ausgangsstof £ fur weitere 
chemische Modif ikationen und Prozesse, wie Fermentation. Von 
Bedeutung kann hier die Einfachheit und kostengiinstige 
Ausfuhrung eines Hydrolyseverf ahrens sein, wie es ge- 
genwartig im wesentlichen enzymatisch unter Verwendung von 
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Amyloglucosidase verlauft. Vorstellbar ware eine Kostenein- 
sparung durch einen geringeren Einsatz von Enzymen. Eine 
Strukturveranderung der Starke, z.B. Oberf lachenvergrolSerung 
des Korns, leichtere Verdaulichkeit durch geringeren Ver- 
zweigungsgrad oder eine sterische Struktur, die die Zugang- 
lichkeit fur die eingesetzten Enzyme begrenzt, konnte dies 
bewirken. 

Der andere Bereich, in dem die Starke wegen ihrer polymeren 
Struktur als sogenannte native Starke verwendet wird, glie- 
dert sich in zwei weitere Einsatzgebiete : 

1. Nahrungsmittelinduetrie 

Starke ist ein klassischer Zusatzstoff fur viele Nahrungs- 
mittel, bei denen sie im wesentlichen die Funktion des Bin- 
dens von waSrigen Zusatzstoff en ubernimmt bzw. eine Erhohung 
der Viskositat oder aber eine erhohte Gelbildung hervorruf t . 
Wichtige Eigenschaf tsmerkmale sind das FlieS- und Sorptions- 
verhalten, die Quell- und Verkleisterungstemperatur , die 
Viskositat und Dickungsleistung, die Loslichkeit der Starke, 
die Transparenz und Kleisterstruktur, die Hitze-, Scher- und 
Saurestabilitat, die Neigung zur Retrogradation, die Fahig- 
keit zur Filmbildung, die Gef rier/Taustabili tat , die Verdau- 
lichkeit sowie die Fahigkeit zur Komplexbildung mit z.B. an- 
organischen oder organischen lonen. 

2, Nicht-Nahrungmittelindustrie 

In diesem grofien Bereich wird Starke als Hilfsstoff fur 
unterschiedliche Herstellungsprozesse bzw. als Zusatzstoff 
in technischen Produkten eingesetzt. Bei der Verwendung von 
Starke als Hilfsstoff ist hier insbesondere die Papier- und 
Pappeindustrie zu nennen. Starke dient dabei in erster Linie 
zur Retardation (Zuruckhaltung von Feststof fen) , der Abbin- 
dung von Fullstoff- und Feinstof f teilchen, als Festigungs- 
stoff und zur Entwasserung . Daruber hinaus werden die gun- 
stigen Eigenschaf ten der Starke in bezug auf die Steifig- 
keit, die Harte, den Klang, den Griff, den Glanz, die 
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Glatte. die Spaltf estigkeit sowie die Oberflachen ausge- 
nutzt . 

2-1 Papier- und Pappeindustrie 

Innerhalb des Papierherstellungsprozesses sind vier Anwen- 
dungsbereiche, namlich Oberflache, Strich, Masse und Sprii- 
hen, zu unterscheiden . 

Die Anforderungen an die Starke in bezug auf die Oberfla- 
chenbehandlung sind im wesentlichen ein hoher WeilSegrad, 
eine angepaSte Viskositat, eine hohe Viskositatsstabilitat . 
eine gute Filmbildung sowie eine geringe Staubbildung . Bei 
der Verwendung im Strich spielt der Feststof f gehalt , eine 
angepaSte Viskositat, ein hohes Bindevermogen sowie eine 
hohe Pigmentaffinitat eine wichtige Rolle. Als Zusatz zur 
Masse ist eine rasche, gleichmafiige , verlustfreie Vertei. 
lung, eine hohe mechanische Stabilitat und eine vollstandige 
Zuruckhaltung im PapierflieS von Bedeutung. Beim Einsatz der 
Starke im Spruhbereich sind ebenfalls ein angepafiter Fest- 
stoffgehalt, hohe Viskositat sowie ein hohes Bindevermogen 
von Bedeutung . 

2.2 Klebstof f industrie 

Ein groSer Einsatzbereich der Starken besteht in der Kleb- 
stof f industrie , wo man die Einsatzmoglichkeiten in vier 
Teilbereiche gliedert: die Verwendung als reinem Starkeleim, 
die Verwendung bei mit speziellen Chemikalien auf bereiteten 
Starkeleimen, die Verwendung von Starke als Zusatz zu syn- 
thetischen Harzen und Polymerdispersionen sowie die Verwen- 
dung von Starken als Streckmittel fur synthetische Kleb- 
stof fe. 90 % der Klebstof fe auf Starkebasis werden in den 
Bereichen Wellpappenherstellung , Herstellung von Papier- 
sacken, Beuteln und Tuten, Herstellung von Verbundmateria- 
lien fur Papier und Aluminium, Herstellung von Kartonagen 
und wiederbefeuchtungsleim fur Brief umschlage , Brief marken 
usw. eingesetzt. 
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2.3 Textil- iind Textilpflegemittel Indus trie 

Ein groSes Einsatzfeld fur Starken als Hilfmittel und Zu- 
ssptzstoff ist der Bereich Herstellung von Textilien und Tex- 
tilpf legemitteln. Innerhalb der Textilindustrie sind die 
folgenden vier Einsatzbereiche zu unterscheiden : Der Einsatz 
der Starke als Schlichtmittel , d.h. als Hilfstoff zur Glat- 
tung und Starkung des Klettverhaltens zum Schutz gegen die 
beim Weben angreifenden Zugkrafte sowie zur Erhohung der Ab- 
riebfestigkeit beim Weben, Starke als Mittel zur Textilauf- 
rustung vor allem nach qualitatsverschlechternden Vorbehand- 
lungen, wie Bleichen, Farben usw. , Starke als Verdickungs- 
mittel bei der Herstellung von Farbpasten zur Verhinderung 
von Farbstof fdif fusionen sowie Starke als Zusatz zu Ket- 
tungsmitteln fiir Nahgarne . 

2.4 Baustof f industrie 

Der vierte Einsatzbereich ist die Verwendung der Starken als 
Zusatz bei Baustof fen. Ein Beispiel ist die Herstellung von 
Gipskartonplatten, bei der die im Gipsbrei vermischte Starke 
mit dem Wasser verkleistert , an die Oberflache der Gips- 
platte diffundiert und dort den Karton an die Platte bindet . 
Weitere Einsatzbereiche sind die Beimischung zu Putz- und 
Mineralfasern. Bei Transportbeton werden Starkeprodukte zur 
Verzogerung der Abbindung eingesetzt, 

2-5 Bodenetabilisation 

Ein weiterer Markt fur Starke bietet sich bei der Herstel- 
lung von Mitteln zur Bodenstabilisation an, die bei kunstli- 
chen Erdbewegungen zum temporaren Schutz der Bodenpartikel 
gegenuber Wasser eingesetzt werden, Kombinationsprodukte aus 
Starke und Polymeremulsionen sind nach heutiger Kenntnis in 
ihrer Erosions- und verkrustungsmindernden Wirkung den bis- 
her eingesetzten Produkten gleichzusetzen , liegen preislich 
aber deutlich unter diesen. 
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2.6 Elnsatz bei Pf lanzenschutz- und DQngemitteln 

Bin Einsatzbereich liegt bei der Verwendung der StSrke in 
Pflanzenschutzmitteln zur Veranderung der spezifischen 
Eigenschaften der Praparate. So werden Starken zur Verbesse- 
rung der Benetzung von Pf lanzenschutz- und Dungemitteln, zur 
dosierten Freigabe der Wirkstoffe, zur Umwandlung flussiger, 
fluchtiger und/oder ubelriechender Wirkstoffe in mikrokri- 
stalline, stabile, formbare Substanzen, zur Mischung inkom- 
patibler Verbindungen und zur VerlSngerung der Wirkdauer 
durch Verminderung der Zersetzung eingesetzt. 

2.7 Pharmaka, Medizin und Kosmetikindustrie 

Ein weiteres Einsatzgebiet besteht im Bereich der Pharmaka, 
Medizin und Kosmetikindustrie . In der pharmazeutischen Indu- 
strie werden Starken als Bindemittel fur Tabletten oder zur 
Bindemittelverdunnung in Kapseln eingesetzt. Weiterhin die- 
nen Starken als Tablettensprengmittel , da sie nach dem 
Schlucken Flussigkeit absorbieren und nach kurzer Zeit so- 
weit quellen, daS der Wirkstoff freigesetzt wird. Medizini- 
sche Gleit- und Wundpuder basieren aus qualitativen Griinden 
auf Starke. Im Bereich der Kosmetik werden StSrken bei- 
spielsweise als Trager von Puderzusatzstoff en, wie Diiften 
und Salicylsaure eingesetzt. Ein relativ groSer Anwendungs- 
bereich fur Starke liegt bei Zahnpasta. 

2 8 Starkezusatz zu Kohle und Brikett 

Einen Einsatzbereich bietet die St4rke als Zusatzstoff zu 
Kohle und Brikett. Kohle kann mit einem Starkezusatz quanti- 
tativ hochwertig agglomeriert bzw. brikettiert werden, wo- 
durch ein fruhzeitiges Zerfallen der Briketts verhindert 
wird Der Starkezusatz liegt bei Grillkohle zwischen 4 und 6 
% bei kalorierter Kohle zwischen 0,1 und 0,5 V. Des weite- 
ren gewinnen Starken als Bindemittel an Bedeutung, da durch 
ihren Zusatz zu Kohle und Brikett der Ausstofi schadlicher 
Stoffe deutlich vermindert werden kann. 
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2.9 Erz- uad Kohleschlanmaufbereitung 

Die Starke kann ferner bei der Erz- und Kohleschlammaufbe- 
reitung als Flockungsmittel eingesetzt werden. 

2.10 GieSereihilf setoff 

Ein weiterer Einsatzbereich besteht als Zusatz zu GieSerei- 
hilfsstoffen. Bei verschiedenen GuSverfahren werden Kerne 
benotigt, die aus Bindemittel-versetzten Sanden hergestellt 
werden. Als Bindemittel wird heute tiberwiegend Bentonit ein- 
gesetzt, das mit modifizierten Starken, meist Quellstarken, 
versetzt ist. 

Zweck des Starkezusatzes ist die Erhohung der FlieSfestig- 
keit sowie die Verbesserung der Bindef estigkeit . Dartiber 
hinaus konnen die Quellstarken weitere produktionstechnische 
Anforderungen, wie in, kalten Wasser dispergierbar , rehydra- 
tisierbar, gut in Sand mischbar und hohes Wasserbindungsver- 
mogen, aufweisen. 



2.11 Einsatz in der Kautschukindustrie 

In der Kautschukindustrie kann die Starke zur Verbesserung 
der technischen und optischen Qualitat eingesetzt werden. 
Griinde sind dabei die Verbesserung des Oberf lachenglanzes, 
die Verbesserung des Griffs und des Aussehens, dafur wird 
Starke vor der Kaltvulkanisation auf die klebrigen gummier- 
ten Flachen von Kautschukstof f en gestreut, sowie die Ver- 
besserung der Bedruckbarkeit des Kautschuks. 

2.12 Herstellung von Lederersatzstof f en 

Eine weitere Absatzm6glichkeit der modifizierten Starken be- 
steht bei der Herstellung von Lederersatzstof fen . 

2.13 Starke in synthetischen Polymeren 

Auf dem Kunststoffsektor zeichnen sich folgende Einsatzge- 
biete ab: die Einbindung von Starkefolgeprodukten in den 
Verarbeitungsprozess (Starke ist nur Fullstoff, es besteht 
keine direkte Bindung zwischen synthetischem Polymer und 
Starke) oder alternativ die Einbindung von Starkefolgepro- 
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dukten in die Herstellung von Polymeren (Starke und Polymer 
gehen eine f este Bindung ein) . 

Die Verwendung der Starken als reinem Fullstoff ist vergli- 
chen mit den anderen Stoffen wie Talkum nicht wettbewerbsf a- 
hig. Anders sieht- es aus, wenn die spezifischen Starkeeigen- 
schaften zum Tragen kommen und hierdurch das Eigen- 
schaftsprof il der Endprodukte deutlich verandert wird, Ein 
Beispiel hierfur ist die Anwendung von Starkeprodukten bei 
der Verarbeitung von Therraoplasten, wie Polyathylen. Hierbei 
werden die Starke und das synthetische Polymer durch Koex- 
pression im Verhaltnis von 1 : 1 zu einem 'master batch' 
kombiniert, aus dem mit granuliertem Polyathylen unter An- 
wendung herkommlicher Verf ahrenstechniken diverse Produkte 
hergestellt werden. Durch die Einbindung von Starke in Poly- 
athylenfolien kann eine erhohte Stof f durchlassigkeit bei 
Hohlkorpern, eine verbesserte Wasserdampf durchlassigkeit , 
ein verbessertes Antistatikverhalten, ein verbessertes Anti- 
blockverhalten sowie eine verbesserte Bedruckbarkeit mit 
waSrigen Farben erreicht werden. Gegenwartige Nachteile be- 
treffen die ungenugende Transparenz , die verringerte Zugfe- 
stigkeit sowie eine verringerte Dehnbarkeit. 

Eine andere Moglichkeit ist die Anwendung der Starke in Po- 
lyurethanschaumen. Mit der Adaption der Starkederivate sowie 
durch die verf ahrenstechnische Optimierung ist es moglich, 
die Reaktion zwischen synthetischen Polymeren und den Hydro- 
xygruppen der Starken gezielt zu steuern. Das Ergebnis sind 
Polyurethanf olien, die durch die Anwendung von Starke fol- 
gende Eigenschaf tsprof ile erhalten : eine Verringerung des 
Warmeausdehnungskoef f izienten, Verringerung des Schrumpfver- 
haltens, Verbesserung des Druck/Spannungsverhaltens , Zunahme 
der Wasserdampfdurchlassigkeit ohne Veranderung der Wasser- 
aufnahme, Verringerung der Entf lammbarkeit und der AufriS- 
dichte, kein Abtropfen brennbarer Telle, Halogenf reiheit und 
verminderte Alterung. Nachteile, die gegenwartig noch vor- 
handen sind, sind verringerte Druckf estigkeit sowie eine 
verringerte Schlagf estigkeit . 
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Die Produktentwicklung beschrankt sich inzwischen nicht mehr 
nur auf Folien. Auch feste Kunststof fprodukte , wie Topfe, 
Flatten und Schalen, sind mit einem Starkegehalt von uber 50 
% herzustellen. Des weiteren sind Starke/ Polymermischungen 
gunstig zu beurteilen, da sie eine sehr viel hohere biologi- 
sche Abbaubarkeit aufweisen. 

AulSerordentliche Bedeutung haben weiterhin auf Grund ihres 
extremen Wasserbindungsvern\6gen Starkepf ropf polymerisate ge- 
wonnen. Dies sind Produkte mit einem Ruckgrat aus Starke und 
einer nach dem Prinzip des Radikalkettenmechanismus auf- 
gepf ropf ten Seitengitters eines synthetischen Monomers. Die 
heute verfugbaren Starkepf ropf polymerisate zeichnen sich 
durch ein besseres Binde- und Ruckhaltevermogen von bis zu 
1000 g Wasser pro g Starke bei hoher Viskositat aus. Die An- 
wendungsbereiche fur diese Superabsorber haben sich in den 
letzten Jahren stark ausgeweitet und liegen im Hygienebe- 
reich mit Produkten Windeln und Unterlagen sowie im land- 
wirtschaft lichen Sektor, z.B. bei Saatgutpillierungen . 

Entscheidend fur den Einsatz der neuen, gentechnisch veran- 
derten Starken sind zum einen die Struktur, Wassergehalt , 
Proteingehalt , Lipidgehalt , Fasergehalt , Asche/Phosphatge- 
halt, Amylose/Amylopektinverhaltnis, Molmassenverteilung, 
Verzweigungsgrad, KorngroSe und -form sowie Kristallisation, 
zum anderen auch die Eigenschaf ten, die in folgende Merkmale 
munden: FlieS- und Sorpt ionsverhalten, Verkleisterungstempe- 
ratur, Viskositat, Dickungsleistung , Loslichkeit, Kleister- 
struktur, Transparenz, Hitze-, Scher- und Saurestabilitat , 
Retrogradationsneigung, Gelbildung, Gef rier/Taustabilitat , 
Komplexbildung, Jodbindung, Filmbildung, Klebekraft, Enzym- 
stabilitat, Verdaulichkeit und Reaktivitat. 

Die Erzeugung modif izierter Starken mittels gentechnischer 
Eingriffe in einer transgenen Pflanze kann zum einen die 
Eigenschaf ten der aus der Pflanze gewonnenen Starke dahinge- 
hend verandern, daS weitere Modif ikationen mittels chemi- 
scher oder physikalischer Verf ahren nicht mehr notwendig 
erscheinen. Zum anderen konnen die durch gentechnische Ver- 
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fahren veranderte Starken weiteren chemischen Modif ikationen 
unterworfen werden, was zu weiteren Verbesserungen der Qua- 
litat fur bestimmte der oben beschriebenen Einsatzgebiete 
fuhrt. Diese chemischen Modif ikationen sind grundsatzlich 
bekannt. Insbesondere handelt es sich dabei urn Modif ikatio- 
nen durch 

- Hitzebehandlung, 

- Saurebehandlung, 

- Oxidation und 

- Veres terungen, 

welche zur Entstehung von Phosphat-, Nitrat-, Sulfat-, 
Xanthat-. Acetat- und Citrat starken fiihren. Weitere organi- 
sche Sauren konnen ebenfalls zur Veresterung eingesetzt wer- 
den : 

- Erzeugung von Starkeethern 
Starke-Alkylether, 0-Allylether , Hydroxylalkylether , 
O-Carboxylmethylether, N-haltige Starkeether, P-haltige 
Starkeether, S-haltige StSrkeether 

- Erzeugung von vernetzten Starken 

- Erzeugung von starke-Pf ropf -Polymerisaten 

Zur Expression der erf indungsgemaSen DNA-Molekule in sense- 
oder antisense-Orientierung in pflanzlichen Zellen werden 
diese mit regulatorischen DNA- Element en verknupft, die die 
Transkription in pflanzlichen Zellen gewahrleisten . Hierzu 
zahlen insbesondere Promotoren. 

Der Promotor kann dabei so gewahlt sein, daS die Expression 
konstitutiv erfolgt oder nur in einem bestimmten Gewebe, zu 
einem bestimmten Zeitpunkt der Pf lanzenentwicklung oder zu 
einem durch aulSere Einflvisse determinierten Zeitpunkt. In 
Bezug auf die Pflanze kann der Promotor homolog oder hetero- 
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log sein. Sinnvolle Promotoren sind z.B- der Promoter der 
3 5S RNA des Cauliflower Mosaic Virus fur eine konstitutive 
Expression, der Patatingen-Promotor B33 (Rocha-Sosa et al., 
EMBO J. 8 (1989), 23-29) fiir eine knollenspezif ische Expres- 
sion in Kartoffeln oder ein Promotor, der eine Expression 
lediglich in photosynthetisch aktiven Geweben sicherstellt , 
z.B. der ST-LSl-Promotor (Stockhaus et al , , Proc . Natl. 
Acad. Sci. USA 84 (1987), 7943-7947; Stockhaus et al . , EMBO 
J. 8 (1989), 2445-2451) oder fur eine endosperm- spezif ische 
Expression der HMG- Promoter aus Weizen oder Promotoren von 
Zein-Genen aus Mais . 



Ferner kann eine Terminat ionssequenz vorhanden sein, die der 
korrekten Beendigung der Transkription dient sowie der Addi- 
tion eines Poly-A-Schwanzes an das Transkript, dem eine 
Funktion bei der Stabilisierung der Transkripte beigemessen 
wird. Derartige Elemente sind in der Literatur beschrieben 
(vgl. Gielen et al , , EMBO J. 8 (1989), 23-29) und sind be- 
liebig austauschbar . 

Prinzipiell ist es erf indungsgemaS moglich, Pflanzen herzu- 
stellen, bei denen nur die Aktivitat einer Isoform der SSS 
bzw, der GBSS II verandert ist, als auch Pflanzen, bei denen 
gleichzeitig die Aktivitaten mehrerer Starkesynthasef ormen 
verandert sind. Dabei sind alle Kombinat ionen und 
Permutationen denkbar. 

Durch die Veranderung der Aktivitaten einer oder mehrerer 
Isoformen der Starkesynthasen in Pflanzen kommt es zur Syn- 
these einer in ihrer Struktur veranderten Starke. 
Durch die Steigerung der Aktivitat einer oder mehrerer Iso- 
formen der Starkesynthasen in den Zellen der starkespei- 
chernden Gewebe transf ormierter Pflanzen wie z.B. in der 
Knolle bei der Kartoffel oder in dem Endosperm von Mais oder 
Weizen kann es daruber hinaus zu einer Ertragssteigerung 
kommen . 
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Da die GBSS I aus Kartoffel codierende DNA-Sequenz bereits 
bekannt ist {Visser et al , , Plant Sci. 64 (1989), 185-192), 
stehen somit fur alls bisher in Kartoffel identif izierten 
Starkesynthasen codierende DNA-Sequenzen zur Verfugung. Dies 
erlaubt nun sowohl die Identif izierung der Funktion der ein- 
zelnen Isoformen- bei der Starkebiosynthese , als auch die 
Herstellung gentechnisch veranderter Pflanzen, bei denen die 
Aktivitaten eines oder mehrerer dieser Enzyme verandert 
sind. Dies ermoglicht die Synthese einer Starke mit veran- 
derter Struktur und somit veranderten physikalisch-chemi- 
schen Eigenschaf ten in derartig manipulierten Pflanzen. 
Die erfindungsgemaSen DNA-molekule konnen daher auch dazu 
verwendet werden, Pflanzen herzustellen, bei denen die Akti- 
vitat der benannten Starkesynthasen erhoht oder verringert 
ist und gleichzeitig die Aktivitaten anderer, an der Starke- 
biosynthese beteiligter Enzyme verandert sind. Es sind dabei 
alle moglichen Kombinationen denkbar. Beispielsweise konnen 
gem^E dem beschriebenen Verfahren DNA-Sequenzen, die SSS- 
Proteine oder GBSS II codieren, in Pf lanzenzellen einge- 
bracht werden, bei denen bereits die Synthese endogener GBSS 
I-Proteine aufgrund eines antisense-Ef f ektes inhibiert ist 
(wie beschrieben in Visser et al . , Mol . Gen. Genet- 225 
(1991), 289-296) oder die Synthese des Verzweigungsenzyms 
inhibiert ist (wie beschrieben in W092/14827) . 

Soli die Inhibierung der Synthese mehrerer Starke-Synthasen 
in transformierten Pflanzen erreicht werden, so konnen DNA- 
Molekule zur Transformation verwendet werden, die gleichzei- 
tig mehrere, die entsprechenden Starkesynthasen codierenden 
Regionen in antisense-Orientierung unter der Kontrolle eines 
geeigneten Promotors enthalten. Hierbei kann alternativ jede 
Sequenz unter der Kontrolle eines eigenen Promotors stehen, 
Oder die Sequenzen konnen als Fusion von einem gemeinsamen 
Promotor transkribiert werden. Letztere Alternative wird in 
der Regel vorzuziehen sein, da in diesem Fall die Synthese 
der entsprechenden Proteine in etwa gleichem Mafie inhibiert 
werden sollte. 
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Weiterhin ist die Konstruktion von DNA-Molekulen moglich, 
bei denen neben DNA-Sequenzen, die Starke- Synthasen codie- 
ren, weitere DNA-Sequenzen, die andere Proteine, die an der 
Starkesynthese oder -modif ikation beteiligt sind, in anti- 
sense-Orienierung an einen geeigneten Promotor gekoppelt 
sind. Die Sequenzen konnen hierbei wiederum hintereinander- 
geschaltet sein und von einem gemeinsamen Promotor transkri- 
biert werden. Fiir die Lange der einzelnen codierenden Regio- 
nen, die in einem derartigen Konstrukt verwendet werden, 
gilt das, was oben bereits fiir die Herstellung von anti- 
sense -Konstrukten ausgefuhrt wurde . Eine obere Grenze fiir 
die Anzahl der in einem derartigen DNA-Molekiil von einem 
Promotor aus transkribierten antisense- Fragment e gibt es 
nicht . Das entstehende Transkript sollte aber in der Regel 
eine Lange von 10 kb, vorzugsweise von 5 kb nicht uber- 
schreiten . 

Codierende Regionen, die in derartigen DNA-Molekiilen in Kom- 
bination mit anderen codierenden Regionen in antisense- 
Orientierung hinter einem geeigneten Promotor lokalisiert 
sind, konnen aus DNA-Sequenzen stammen, die fiir folgende 
Proteine codieren: Starkekorn-gebundene (GBSS I und II) und 
losliche Starkesynthasen (SSS I und II) , Verzweigungsenzyme 
(Kofimann et al . , Mol . Gen. Genet. 230 (1991), 39-44), 
"Debranching" -Enzyme (R-Enzyme) , Disproportionierungsenzyme 
(Takaha et al . , J. Biol. Chem, 268 (1993), 1391-1396) und 
Starkephosphorylasen- Dies ist nur eine beispielhaf te Auf- 
zahlung. Auch die Verwendung anderer DNA-Sequenzen im Rahmen 
einer derartigen Kombination ist denkbar . 

Mit Hilfe derartiger Konstrukte ist es moglich, in Pflanzen- 
zellen, die mit diesen transf ormiert wurden, die Synthese 
mehrerer Enzyme gleichzeitig zu inhibieren. 

Zur Vorbereitung der Einfiihrung fremder Gene in hohere 
Pflanzen stehen eine groiSe Anzahl von Clonierungsvektoren 
zur Verfugung, die ein Replikationssignal fiir E.coli und ein 
Markergen zur Selektion transf ormierter Bakterienzellen ent- 
halten. Beispiele fur derartige Vektoren sind pBR322, pUC- 



BNSOOCID: .a«0__9eiS24aA1JU» 



wo 96/15248 



29 



PCT/EP95/04415 



Serien, M13mp-Serien, pACYC184 usw. Die gewunschte Sequenz 
kann an einer passenden Restriktionsschnittstelle in den 
Vektor eingefuhrt werden. Das erhaltene Plasmid wird fur die 
Transformation von coii-Zellen verwendet . Transf ormierte 
E.coli-Zellen werden in einem geeigneten Medium geziichtet, 
anschlieSend geemtet und lysiert . Das Plasmid wird wieder- 
gewonnen. Als Analysemethode zur Charakterisierung der ge- 
wonnenen Plasmid-DNA werden im allgemeinen Restriktionsana- 
lysen, Gelelektrophoresen und weitere biochemisch-molekular- 
biologische Methoden eingesetzt . Nach jeder Manipulation 
kann die Plasmid DNA gespalten und gewonnene DNA-Fragmente 
mit anderen DNA-Sequenzen verknupft werden. Jede Plasmid- 
DNA-Sequenz kann in den gleichen oder anderen Plasmiden clo- 
niert werden. 

Fur die Einfuhrung von DNA in eine pflanzliche Wirtszelle 
stehen eine Vielzahl von Techniken zur Verfugung. Diese 
Techniken umfassen die Transformation pflanzlicher Zellen 
mit T-DNA unter Verwendung von Agrobacteriunj tumefaciens 
Oder Agrohac cerium rhizogenes als Transf ormationsmittel , die 
Fusion von Protoplasten, die Injektion, die Elektroporation 
von DNA, die Einbringung von DNA mittels der biolistischen 
Methode sowie weitere Moglichkeiten , 

Bei der Injektion und Elektroporation von DNA in Pflanzen- 
zellen werden an sich keine speziellen Anf orderungen an die 
verwendeten Plasmide gestellt. Es konnen einfache Plasmide 
wie z.B. pUC-Derivate verwendet werden. Sollen aber aus der- 
artig transf ormierten Zellen ganze Pflanzen regeneriert wer- 
den. ist die Anwesenheit eines selektierbaren Markergens 
notwendig . 

.Je nach Einf uhrungsmethode gewunschter Gene in die Pflanzen- 
zelle konnen weitere DNA-Sequenzen erforderlich sein, Werden 
z.B. fur die Transformation der Pf lanzenzelle das Ti- oder 
Ri- Plasmid verwendet, so muS mindestens die rechte Begren- 
zung, haufig jedoch die rechte und linke Begrenzung der Ti- 
und Ri-Plasmid T-DNA als Flankenbereich mit den einzufuhren- 
den Genen verbunden werden . 
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Werden fur die Transformation Agrobakterien verwendet, muS 
die einzufuhrende DNA in spezielle Plasmide cloniert werden, 
und zwar entweder in einen intermediaren Vektor oder in 
einen binaren Vektor. Die intermediaren Vektoren konnen auf- 
grund von Sequenzen, die homolog zu Sequenzen in der T-DNA 
sind, durch homologe Rekombination in das Ti- oder Ri-Plas- 
mid der Agrobakterien integriert werden. Dieses enthalt 
auSerdem die fiir den Transfer der T-DNA notwendige vir-Re- 
gion-. Intermediare Vektoren konnen nicht in Agrobakterien 
replizieren, Mittels eines Helf erplasmids kann der interme- 
diare Vektor auf Agrobacterium ttunefaciens ubertragen werden 
(Konjugation) . Binare Vektoren konnen sowohl in E.coli als 
auch in Agrobakterien replizieren. Sie enthalten ein Selek- 
tionsmarker-Gen und einen Linker oder Polylinker, welche von 
der rechten und linken T-DNA Grenzregion eingerahmt werden. 
Sie konnen direkt in die Agrobakterien transf ormiert werden 
(Holsters et al . Mol . Gen. Genet. 163 (1978), 181-187). Das 
als Wirtszelle dienende Agrobakterium soil ein Plasmid, das 
eine vir- Region tragt, enthalten. Die vir-Region ist fur den 
Transfer der T-DNA in die Pf lanzenzelle notwendig. Zusatzli- 
che T-DNA kann vorhanden sein. Das derartig transf ormierte 
Agrobakterium wird zur Transformation von Pf lanzenzellen 
verwendet . 

Die Verwendung von T-DNA fur die Transformation von Pflan- 
zenzellen ist intensiv untersucht und ausreichend in EP 
120516; Hoekema, In: The Binary Plant Vector System Offset- 
drukkerij Kanters B.V., Alblasserdam (1985), Chapter V; 
Fraley et al . , Crit . Rev. Plant. Sci . , 4: 1-46 und An et al . 
EMBO J. 4 (1985), 277-287 beschrieben worden. 

Fur den Transfer der DNA in die Pf lanzenzelle konnen Pflan- 
zen-Explantate zweckmaSigerweise mit Agrobacterium 

twnefaciens oder Agrobacterium rhizogenes kokultiviert wer- 
den. Aus dem infizierten Pf lanzenmaterial (z.B. Blattstucke, 
Stengelsegmente, Wurzeln, aber auch Protoplasten oder Sus- 
pensions-kultivierte Pf lanzenzellen) konnen dann in einem 
geeigneten Medium, welches Antibiotika oder Biozide zur Se- 
lektion transf ormierter Zellen enthalten kann, wieder ganze 
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Pflanzen regeneriert werden. Die so erhaltenen Pflanzen k6n- 
nen dann auf Anwesenheit der eingefuhrten DNA untersucht 
werden. Andere MoglichkeiCen der Einfuhrung fremder DNA 
unter Verwendung des biolistsischen Verfahrens oder durch 
Protoplastentransformation sind bekannt (vergl . z.B. 
Willmitzer, L.--,. 1993 Transgenic plants. In: Biotechnology, A 
Multi-Volume Comprehensive Treatise (H.J. Rehm, G. Reed, A. 
Pvihler, P. Stadler. eds.), Vol. 2, 627-659, VCH Weinheim-New 
York-Basel-Cambridge) . 

1st die eingefuhrte DNA einmal im Genom der Pf lanzenzelle 
integriert, so ist sie dort in der Regel stabil und bleibt 
auch in den Nachkommen der urspranglich transf ormierten 
Zelle erhalten. Sie enthalt normalerweise einen Selektions- 
marker, der den transf ormierten Pf lanzenzellen Resistenz ge- 
genuber einem Biozid oder einem Antibiotikum wie Kanamycin, 
G 418, Bleomycin, Hygromycin oder Phosphinotricin u.a. ver- 
mittelt. Der individuelle gewahlte Marker sollte daher die 
Selektion transf ormierter Zellen gegenuber Zellen, denen die 
eingefuhrte DNA fehlt, gestatten. 

Die transformierten Zellen wachsen innerhalb der Pflanze in 
der ublichen Weise (siehe auch McCormick et al. (1986) Plant 
cell Reports 5:81-84). Die resultierenden Pflanzen konnen 
normal angezogen werden und mit Pflanzen, die die gleiche 
transf ormierte Erbanlage oder andere Erbanlagen besitzen, 
gekreuzt werden. Die daraus entstehenden hybridan Individuen 
haben die entsprechenden phanotypischen Eigenschaf ten . 
Es sollten zwei oder mehrere Generationen angezogen werden, 
urn sicherzustellen, daS das phanotypische Merkmal stabil 
beibehalten und vererbt wird. Auch sollten Samen geerntet 
. werden. urn sicherzustellen, daS der entsprechende Phanotyp 
Oder andere Eigenarten erhalten geblieben sind. 

Das im Rahmen der vorliegenden Erfindung verwendete Plasmid 
pBinARHyg wurde bei der als Internationale Hinterlegungs- 
stelle anerkannten Deutschen Sammlung von Mikroorganismen 
(DSM) in Braunschweig, Bundesrepublik Deutschland, entspre- 
chend den Anf orderungen des Budapester Vertrages fur die 
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Internationale Anerkennung der Hinterlegung von Mikroorga- 
nismen zum Zwecke der Patentienmg am 20.10.1994 unter der 
Nummer DSM 9505 hinterlegt . 

Verwendete Abkurzungen 

t>P Basenpaar 

^^^2 granule bound starch synthase (Starkekorn- 

gebundene Starkesynthase) 
^P"^*^ Isopropyl fi-D-Thiogalacto-Pyranosid 

soluble starch synthase (losliche 

Starkesynthase) 
PMSF Phenylmethylsulfonylf luorid 

VK Vollangeclon 

In den Beispielen verwendete Medien und Losungen: 

20 X SSC 175,3 g NaCl 

88,2 g Natrium-Citrat 
ad 1000 ml mit ddH20 
pH 7,0 mit 10 N NaOH 

Puffer A 50 mM Tris-HCl pH 8 , 0 

2,5 mM DTT 
2 mM EDTA 
0,4 mM PMSF 
10 % Glycerin 
0,1 % Natriumdithionit 

Puffer B 50 mM Tris-HCl pH 7,6 

2 , 5 mM DTT 
2 mM EDTA 

Puffer C 0,5 M Natriumcitrat pH 7,6 

50 mM Tris-HCl pH 7,6 
2 , 5 mM DTT 
2 mM EDTA 
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10 X TBS 0,2 M Tris-HCl pH 7,5 

5,0 M NaCl 

10 X TBST 10 X TBS 

0,1 % (Vol /Vol) Tween 2 0 

Elutionspuf fer 25 mM Tris pH 8 , 3 

250 mM Glycin 

Dialysepuf fer 50 mM Tris-HCl pH 7,0 

50 mM NaCl 
2 mM EDTA 

14 , 7 mM S-Mercaptoethanol 
0,5 mM PMSF 

Proteinpuf fer 50 mM Natriumphosphatpuf f er pH 7,2 

10 mM EDTA 
0 , 5 mM PMSF 

14,7 mM S-Mercaptoethanol 
Fig. 1 zeigt das Plasmid pSSSA 

Die fein gezogene Linie entspricht der Sequenz von 
pBluescript II SK{-) . Die starke Linie reprasentiert die 
cDNA, die die Isoforra SSS A aus Soianum tuherosum codiert . 
Restriktionsschnittstellen der Insertion sind angegeben . Die 
cDNA- Insertion ist zwischen die EcoR J- und Xho J-Schnitt- 
stellen des Polylinkers des Plasmids ligiert. Die DNA-Se- 
quenz der cDNA- Insertion ist unter Seq ID No . 1 angegeben. 

Fig. 2 zeigt das Plasmid pSSSB 



von 



Die fein gezogene Linie entspricht der Sequenz 
pBluescript II SK{-). Die starke Linie reprasentiert die 
CDNA, die die isoform SSS B aus Solanum tuberosum codiert. 
Restriktionsschnittstellen der Insertion sind angegeben. Die 
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cDNA- Insertion ist zwischen die EcoR X- und Xho X-Schnitc- 
stellen des Polylinkers des Plasmids ligiert. Die DNA-Se- 
quenz der cDNA- Insertion ist unter Seq ID No. 2 angegeben . 

Fig. 3 zeigt das Plasmid p35S-anti-SSSA 

Aufbau des Plasmids : 

A = Fragment A: CaMV 3 5S- Promoter , nt 6909-7437 

(Franck et al . , Cell 21 (1980), 285-294) 
B = Fragment B: cDNA aus Solanum tuberosum codierend 

fur losliche Starkesynthase / Isoform SSSA; 

Xha. X/Asp71 5- Fragment aus pSSSA, ca. 2,1 kb 

Orientierung zum Promotor : antisense 
C = Fragment C: nt 11748-11939 der T-DNA des Ti-Plas- 

mids pTiACHS (Gielen et al., EMBO J. 3 (1984), 835- 

846) 

Pig. 4 zeigt das Plasmid p35S-ant i -SSSB 
Aufbau des Plasmids : 

A = Fragment A: CaMV 35S- Promotor , nt 6909-7437 

(Franck et al.. Cell 21 (1980), 285-294) 
B = Fragment B: cDNA aus Solanum tuberosum codierend 

fur losliche Starkesynthase; Isoform SSSB; 

Xho I/Spe X- Fragment aus pSSSB, ca . 1,8 kb 

Orientierung zum Promoter: antisense 
C = Fragment C: nt 11748-11939 der T-DNA des Ti-Plas- 

mids pTiACHS (Gielen et al . ; EMBO J. 3 (1984), 835- 

846) 

Fig. 5 zeigt das Plasmid pGBSSII 

Die fein gezogene Linie entspricht der Sequenz von 
pBluescript II SK ( - ) . Die starke Linie reprasentiert die 
cDNA, die die Isoform GBSS II aus Solanum tuberosum codiert . 
Restriktionsschnittstellen der Insertion sind angegeben. Die 
cDNA- Insert ion ist zwischen die EcoR I- und Xho X-Schnitt- 
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stellen des Polylinkers des Plasmids ligiert. Die DNA-Se- 
quenz der cDNA- Insert ion ist unter Seq ID No . 3 angegeben . 

Fig. 6 zeigt das Plasmid p35S-anti-GBSSII 

Auf bau des Plasmids : 

A = Fragment A: CaMV 3 5S-Promotor , nt 6909-7437 
(Franck et al., Cell 21 (1980), 285-294) 

B = Fragment B: cDNA aus Solanum tuberosum codierend 
fur Starkekorn-gebundene Starkesynthase ; Isoform 

GBSS Ha- 
sina 1/Asp 71S-Fragment aus pGBSS II, ca . 1,9 kb 

Orientierung zum Promotor : antisense 
C = Fragment C: nt 11748-11939 der T-DNA des Ti-Plas- 
mids pTiACHB (Gielen et al . , EMBO J. 3 (1984) 835- 
846} 

Fig. 7 zeigt einen partiellen Vergleich der Aminosaurese- 
quenzen von prokaryontischen Glycogensynthasen, Starkekorn- 
gebundenen Starkesynthasen and loslichen St^rkesynthasen aus 
verschiedenen Organismen. 



a : 


Glycogensynthase aus E, coli 


b: 


GBSS I aus Gerste 


C : 


GBSS I aus Weizen 


d: 


GBSS I aus Mais 


e : 


GBSS I aus Reis 


f : 


GBSS I aus Maniok 




GBSS I aus Kartoffel 


h: 


GBSS II aus Erbse 


* 

1 : 


GBSS II aus Kartoffel 


k: 


SSS aus Reis 


1 : 


SSS A aus Kartoffel 


m : 


SSS B aus Kartoffel 
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Die markierten Bereiche (I), (li) und (III) geben drei Pep- 
tidsequenzen an, die zwischen den verschiedenen Starkesyn- 
thasen bzw. Glycogensynthasen stark konserviert sind. 

Fig. 8 zeigt Aktivitats-Gele der loslichen Starkesynthase- 
Isoformen aus Knollenextrakten von Wildtyp- und Starkesyn- 
thase- "Antisense" -Kartof f elpf lanzen . 

A) GBSS II-"Antisense"-Pflanze, Linie 14 und 35, K = Wild- 
typ-Pf lanze 

B) SSS A-"Antisense"-Pf lanze, Linie 25 und 39, K = Wildtyp- 
Pf lanze 

C) SSS B-"Antisense"-Pf lanze, Linie 1 und 4, K = Wildtyp- 
Pf lanze 

Je 50 fig des Proteinextraktes wurden auf einem 7,5%igen na- 
tiven Gel getrennt und die Aktivitaten der Synthase - Isofor- 
men im Citrat -stimulierten Ansatz mit 0,1 % Amylopektin als 
"Primer" bestimmt . Die synthetisierten Glucane wurden mit 
Lugolscher Losung angef arbt . 

Die Beispiele erlautern die Erfindung. 

In den Beispielen werden die folgenden Methoden verwendet : 

1 . Clonier^mgsverf ahren 

Zur Clonierung in E.coli wurde der Vektor pBluescript II SK 
(Stratagene) verwendet. 

Fiir die Pf lanzentransf ormation wurden die Genkonstruktionen 
in den binaren Vektor pBinAR Hyg (DSM 9505) cloniert. 

2. Bakterienstamme 

Fur den Bluescript -Vektor und fur die pBinAR Hyg-Konstrukte 
wurde der coii-Stamm DH5Qf (Bethesda Research Laboratories, 
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Gaithersburgh, USA) verwendet . Fur die in vivo excision 
wurde der JS. col i- St amm XLl-Blue verwendet. 

Die Transformation der Plasmide in die Kartof f elpf lanzen 
wurde mit Hilfe des Agrobacteriiun tumef aci ens -St ammBS C58C1 
PGV2260 durchgefuhrt (Deblaere et al . , Nucl . Acids Res. 13 
(1985) , 4777-4788) . 

3. Trans fonnat ion von Agrobacterium tumefaciens 

Der Transfer der DNA erfolgte durch direkte Transformation 
nach der Methode von Hof gen&Willmitzer (Nucl. Acids Res. 16 
(1988), 9877). Die Plasmid-DNA transf ormierter Agrobakterien 
wurde nach der Methode von BirnboimficDoly (Nucl. Acids Res. 7 
(1979) , 1513-1523} isoliert und nach geeigneter Restrik- 
tionsspaltung gelelektrophoretisch analysiert. 

4. Transformation von Kartof feln 

Zehn kleine mit dem Skalpell verwundete Blatter einer Kar- 
tof fel-Sterilkultur (Solanum tuberosum L.cv. Desiree) wurden 
in 10 ml MS-Medium (Murashige&Skoog , Physiol. Plant. 15 
(1962), 473) mit 2 % Saccharose gelegt, welches 50 fil einer 
unter Selektion gewachsenen Agrobacterium tumef aci ens- Vher- 
nachtkultur enthielt . Nach 3-5 minutigem, leichtem Schutteln 
erfolgte eine weitere Inkubation fur 2 Tage im Dunkeln. Dar- 
aufhin wurden die Blatter zur Kallusindukt ion auf MS-Medium 
mit 1,6 % Glucose, 5 mg/1 Naphthylessigsaure , 0,2 mg/1 Ben- 
zylaminopurin, 250 mg/1 Claforan, 50 mg/1 Kanamycin, und 
0,80 % Bacto Agar gelegt. Nach einwochiger Inkubation bei 
25«C und 3 000 Lux wurden die Blatter zur SproSinduktion auf 
MS-Medium mit 1,6 % Glucose, 1,4 mg/1 Zeatinribose , 20 mg/1 
Naphthylessigsaure, 20 mg/1 Giberellinsaure , 250 mg/1 Clafo- 
ran, 50 mg/1 Kanamycin, und 0,80 % Bacto Agar gelegt. 
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5. Radloaktive Markiezrung von DNA- Fragment en 

Die radiokative Markierung von DNA- Fragment en wurde mit 
Hilfe eines DNA-Random Primer Labelling Kits der Firma 
Boehringer (Deutschland) nach den Angaben des Herstellers 
durchgef uhrt . 

6. Bestimmxing der Starkesyntliase-Aktivitat 

Die Bestimmung der Starkesynthaseakt ivitat erfolgte durch 
Bestimmung des Einbaus von ^^C-Glucose aus ADP [^^C-Glucose] 
in ein in Methanol/KCl unlosliches Produkt wie beschrieben 
in Denyer und Smith (Planta 186 (1992), 609-617). 

7. Nachweis von loslichen Starkesynthasen im nativen Gel 

2um Nachweis der Aktivitat loslicher Starkesynthasen durch 
nicht-denaturierende Gelelektrophorese wurden Gewebeproben 
von Kartof felknollen in 50 mM Tris-HCl pH 7,6, 2 mM DTT, 2,5 
mM EDTA, 10 % Glycerin und 0,4 mM PMSF auf geschlossen . Die 
Elektrophorese wurde in einer MiniProtean II Kammer (BioRAD) 
durchgef uhrt . Die Monomerkonzentrat ion der 1,5 mm dicken 
Gele war 7,5 % (Gew,/Vol.), und als Gel- wie auch Laufpuffer 
diente 25 mM Tris-Glycin pH 8,4. Gleiche Mengen an Protein- 
extrakt wurden aufgetragen und fur 2 h bei 10 mA je Gel auf- 
getrennt . 

AnschlieSend erfolgte die Ink\ibation der Akt ivitats -Gele in 
50 mM Tricine-NaOH pH 8,5, 25 mM Kaliumacetat , 2 mM EDTA, 2 
mM DTT, 1 mM ADP-Glucose, 0,1 % (Gew./Vol.) Amylopektin und 
0,5 M Natriumcitrat . Gebildete Glucane wurden mit Lugolscher 
Losung angef arbt . 

8 . Starkeanalytik 

Die von den transgenen Kartof felpflanzen gebildete Starke 
wurde durch folgende Methoden charakterisiert : 
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a) Bestimmung des Phosphatgehaltes 

In der Kartof f elstSrke konnen einige Glucoseeinheiten an den 
Kohlenstof fatomen der Position C3 und C6 phosphoryliert 
sein. Zur Bestimmung des Phosphorylierungsgrades an der C6- 
Position der Glucose wurden 100 mg Starke in 1 ml 0 , 7 M HCl 
fur 4 Stunden bei 95*>C hydrolysiert (Nielsen et al.. Plant 
Physiol. 105 (1994), 111-117). Nach Neutralisation mit 0,7 M 
KOH wurden zur Glucose- 6 -phosphat -Bestimmung 50 /xl ^^s Hy- 
drolysats einem optisch-enzymatischen Test unterzogen. Die 
Anderung der Absorption des Testansatzes (100 mM Imida- 
zol/HCl; 10 mM MgClj ; 0,4 mM NAD; 2 Units Glucose-6-phos- 
phat- Dehydrogenase aus Leuconostoc mesenteroides ; 30*C) 
wurde bei 334 nm verf olgt . 

b) Analyse der Seitenkettenlangenverteilung 

Zur Analyse der Seitenketten der Starkemolekule vmrde 1 ml 
einer 0,l%igen Starkelosung mit ca . l Unit Isoamylase uber 
Nacht bei 37*'C in 100 mM Na-Citrat - Puf f er , pH 4,0 verdaut 
(Y.C. Lee, Analytical Biochemistry 189 (1990) , 151-162) . Die 
Trennung der einzelnen Glucanketten erfolgte mittels eines 
komplexen Gradienten uber HPLC (Saule PAl; Laufmittel 150 mM 
NaOH mit Na-Acetat -Gradienten) . 



c) Korngrofienbestimmung 

Die KorngroSenbestimmung wurde mit einem Fotosedimentometer 
des Typs "Lumosed" der Firma Retsch GmbH, Deutschland, 
durchgefuhrt . Hierfur wurden 0,2 g Starke in ca. 150 ml Was- 
ser suspendiert und sofort vermessen. Das vom Hersteller 
mitgelieferte Programm berechnete den mittleren Durchmesser 
der Starkekorner auf der Annahme einer durchschnittlichen 
Dichte der Starke von 1,5 g/1. 
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d) Verkleisterungseigenschaf ten 

Die Verkleisterungskurven der Starke wurden mit einem Visko- 
graph E der Firma Brabender oHG, Deutschland, oder mit einem 
Rapid Visco Analyser, Newport Scientific Pty Ltd, Investment 
Support Group, Warriewood NSW 2102, Australien, aufgezeich- 
net . Bei Verwendung des Viskographen E wurde eine Suspension 
von 30 g Starke in 450 ml Wasser folgendem Heizprogramm 
unterzogen: aufheizen von 50*0 auf 96<»C mit 3°/min, 30 Minu- 
ten konstant halten, abkuhlen auf 30<>C mit 3°/min und aber- 
mals 30 Minuten konstant halten . Das Temperatuirprof il lie- 
ferte charakteristische Verkleisterungseigenschaf ten . 
Bei Messung mittels des Rapid Visco Analysers wurde eine 
Suspension von 2 g Starke in 25 ml Wasser folgendem Heizpro- 
gramm unterzogen: 50 s bei 50°C suspendieren, aufheizen von 
50<>C auf 95*=»C mit 12o/rain, 2,5 Minuten konstant halten, ab- 
kuhlen auf 50°C mit 16,4°/min und abermals 2 Minuten kon- 
stant halten. Das Temperaturprof il lieferte die maximale und 
Endviskositat sowie die Verkleisterungstemperatur . 

Beispiel 1 

Identif izierung, Isolierung und Charakterisierung zweier 
cDNAs, die die Isoformen SSS B und GBSS II der Starkesyntha- 
sen aus Solanum tuberosum codieren 

Zwar wurden SSS-Proteine bereits in einer ganzen Reihe von 
Pf lanzenspezies, u.a. in Kartoffel, nachgewiesen und cDNA- 
Sequenzen fur SSS-Proteine aus Reis beschrieben (Baba et 
al . , S.O.), jedoch ist bisher die Reinigung dieser Proteine 
aus Kartoffel oder anderen Pflanzen sowie die Identifizie- 
rung entsprechender DNA-Sequenzen nicht gelungen. Die Pro- 
blematik bei der Isolierung derartiger DNA-Secjuenzen besteht 
darin, daS die homogene Reinigung losliche Starkesynthasen 
aus technischen Griinden trotz zahlreicher Versuche bisher 
erfolglos blieb. Die loslichen Synthasen kopurif izieren in 
alien Reinigungsschritten mit dem Verzweigungsenzym und an- 
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deren Verunreinigungen . Fiir die Bestimmung partieller Amino- 
sauresequenzen sind diese Proteine daher bislang nicht zu- 
ganglich. Daher ist es sehr schwierig, cDNA-Sequenzen durch 
Hybridisierung mit aus der Aminosauresequenz abgeleiteten 
degenerierten oligonucleotiden zu identif izieren . Ebenso be- 
steht aus denselben Grunden nicht die M6glichkeit, Antik6r- 
per zu entwickeln, die diese Enzyme spezifisch erkennen und 
somit fiir die Durchmusterung von Expressionsbanken einge- 
setzt werden konnten. 

Die isolierung von DNA-Sequenzen, die fiir SSS-Proteine aus 
Kartoffel codieren, mit Hilfe der Hybridisierung mit hetero- 
logen Proben, die losliche Starkesynthasen aus anderen 
Pflanzenspezies codieren, setzt voraus, daS eine ausreichend 
hohe Homologie besteht und gleichzeitig keine signif ikanten 
Homologien zu anderen codierenden DNA-Sequenzen vorliegeii. 
Im Fall der einzigen zur Verfugung stehenden heterologen 
DNA-Sequenz aus Reis (Baba et al . , s.o.) war jedoch bekannt, 
daS diese hohen Homologien zu den Starkekorn-gebundenen 
Starkesynthasen aus Reis sowie zu GBSS I und daher vermut- 
lich auch zu GBSS II, aus Kartoffel hat. Aufgrund dieser ho- 
hen Homologien zu GBSS I und II kommt es beim Durchmustern 
von cDNA-Banken zu Kreuzhybridisierung mit GBSS I- und II- 
cDNAs. Die Identif izierung von cDNAs, die fiir SSS-Proteine 
codieren kann daher nur durch ein different ielles Screening 
erreicht werden. Dies setzt jedoch voraus, daS cDNA-Sequen- 
zen fiir GBSS I- und Il-Proteine aus Kartoffel zur Verfugung 
stehen. cDNA-Sequenzen, die fur GBSS II aus Kartoffel codie- 
ren, waren jedoch bisher nicht zuganglich. 

Im folgenden wird die Isolierung einer fur eine losliche 
Starkesynthase aus Kartoffel codierenden cDNA beschrieben. 
Hierzu wurde zunachst ein DNA-Fragment aus einer cDNA aus 
Reis, die eine losliche Starkesynthase codiert (Baba et al . , 
1993', Plant Physiol. 103:565-573), mit Hilfe der "Polymerase 
chain reaction" amplif iziert . Als Primer wurden dabei fol- 
gende Oligonucleotide verwendet : 
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Cligonucleotid 1 : 5 ' -ACAGGATCCTGTGCTATGCGGCGTGTGAAG-3 ' 

(Seq ID No, 14) 
Oligonucleotid 2 : 5 ' -TTGGGATCCGCAATGCCCACAGCATTTTTTTC-3 ' 

(Seq ID No. 15) 

Das aus der PCR-resultierende Fragment war 1067 bp lang. 
Dieses DNA-Fragment wurde spater als heterologe Probe fiir 
die Identif izierung fur losliche Starkesynthasen codierender 
cDNA-Sequenzen aus Kartoffel verwendet . 

Fur die Herstellung einer cDNA-Bibliothek wurde aus Kartof- 
felknollen der Kartof f elvarietat ''Beroiina" poly (A"^) -luRNA 
isoliert. Ausgehend von der poly (A*^) -mRNA wurde nach der Me- 
thode von Gubler und Hoffmann (1983, Gene 25:263-269) unter 
Verwendung eines Xho J-Oligo d ( t ) -Primers cDNA herge- 
stellt. Diese wurde nach EcoR T-Linkeraddition mit Xho I 
nachgeschnitten und orientiert in einen mit EcoR I und Xho I 
geschnittenen Lambda ZAP Il-Vektor (Stratagene) ligiert . 
500 000 Plagues einer derart konstruierten cDNA-Bibliothek 
wurden mit Hilfe der heterologen Probe aus Reis auf DNA-Se- 
guenzen hin untersucht, die homolog zu dieser sind. Da die 
verwendete Probe aus Reis eine starke Kreuzhybridisierung 
mit verschiedenen Sequenzen aus Kartoffel auf weist , war eine 
direkte Ident if izierung von cDNA-Molekulen, die losliche 
Starkesynthasen codieren, nicht moglich. Aus Homologiever- 
gleichen war bekannt, dal5 die das SSS- Protein aus Reis co- 
dierende cDNA eine hohe Homologie zu der bereits aus Kartof- 
fel isolierten GBSS I-cDNA aufweist. Da GBSS I und GBSS II 
in anderen Organismen starke Homologien aufweisen, war zu 
vermuten, daS die Probe aus Reis auch eine hohe Homologie zu 
GBSS Il-Sequenzen aus Kartoffel aufweist. Urn eine Identifi- 
zierung von cDNA- Sequenzen zu ermoglichen, die eine losliche 
Starkesynthase aus Kartoffel codieren, war es daher notwen- 
dig, uber Sequenzen zu verfugen, die GBSS I und II aus Kar- 
toffel codieren. DNA-Seguenzen , die GBSS I aus Kartoffel co- 
dieren waren bereits beschrieben, jedoch keine, die GBSS II 
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aus Kartoffel codieren, Es wurde daher zunSchst eine cDNA 
isoliert, die GBSS II aus Kartoffel codiert . 

Hierzu wurden Starkekorn-gebundene Proteins aus Kartoffel - 
Starke isoliert. Die Isolierung erfolgte durch Elektroelu- 
tion in einer-Elutionsvorrichtung, die analog zu dem "Model 
422 Electro-Eluter" (BIORAD Laboratories Inc., USA) konstru- 
iert war, aber ein wesentlich grofieres Volumen aufwies (ca. 
200 ml) . ES wurden 25 g getrocknete Starke in Elutionspuf f er 
aufgenommen (Endvolumen 80 ml) . Die Suspension wurde im Was- 
serbad auf 70-80°C erwarmt . Anschliefiend wurden 72,07 g 
Harnstoff zugegeben (Endkonzentration 8 M) und das Volumen 
mit Elutionspuf fer auf 180 ml aufgefullt . Die Starke loste 
sich unter standigem Ruhren und bekam eine kleisterartige 
Konsistenz. Die Proteine wurden aus der Losung mit Hilfe des 
Elutionsvorrichtung uber Nacht elektroeluiert {100 V; 50-60 
ttiA) . Die eluierten Proteine wurden vorsichtig aus der Appa- 
ratur entnommen. Schwebstoffe wurden durch kurze Zentrifuga- 
tion entfernt. Der Uberstand wurde 2-3 mal je eine Stunde 
bei 4*'C gegen Dialysepuf f er dialysiert. AnschlieSend wurde 
das Volumen der Proteinlosung bestimmt . Die Proteine wurden 
durch Zugabe von Ammoniumsulf at {90 % Endkonzentration) ge- 
fallt. Die Zugabe erfolgte unter standigem Ruhren bei O^'C. 
Die gefallten Proteine wurden durch Zentrif ugation sedimen- 
tiert und in Proteinpuf f er aufgenommen. 

Die isolierten Proteine wurden zur Herstellung von polyclo- 
nalen Antik6rpern aus Kaninchen verwendet, die spezifisch 
Starkekorn-gebundene Proteine erkennen. Mit Hilfe derartiger 
Antikorper wurde anschlieSend nach Standardmethoden eine 
cDNA-Expressionsbibliothek nach Seguenzen durchgemustert , 
die Starkekorn-gebundene Proteine codieren. Die Expressions- 
bibliothek wurde wie bereits oben beschrieben hergestellt. 
Positive Phagenclone wurden unter Anwendung von Standardver- 
fahren weiter gereinigt. Mit Hilfe der in-vivo-excision-Me- 
thode wurden von positiven Phagenclonen E, coli-Clone gewon- 
nen, die ein doppelstrangiges pBluescript -Plasmid mit der 
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jeweiligen cDNA- Insertion enthalten. Nach Uberprufung der 
GroSe und des Restriktionsmusters der Insertionen wurden ge- 
eignete Clone, weiter analysiert . Ein Clon cGBSSII, wurde 
dabei als ein Clon identif iziert , der das GBSSII- Protein co- 
diert . 

Aus diesem Clon wurde das Plasmid pGBSSII (Fig. 5) isoliert 
und seine cDNA- Insertion durch Standardverf ahren mittels der 
Didesoxymethode (Sanger et al., Proc . Natl. Acad. Sci . USA 
74 (1977), 5463-5467) bestimmt . Die Insertion ist 1925 bp 
lang und stellt lediglich eine partielle cDNA-Sequenz dar. 
Die Nucleotidsequenz ist unter Seq ID No. 5 angegeben. Se- 
quenzvergleiche zeigten, dafi auch diese DNA-Sequenz in ver- 
schiedenen Bereichen starke Homologie zu der cDNA aus Reis 
aufwies, die losliche Starkesynthase codiert . Daher hybridi- 
sieren auch diese Sequenzen bei der Durchmusterung einer 
cDNA-Bibliothek mit der Probe aus Reis. 

Die Insertion dieses Plasmids wurde spater bei der Durchmu- 
sterung einer cDNA-Bibliothek aus Kartoffelknollen als Probe 
verwendet, um Sequenzen zu identif izieren, die GBSS Il-Pro- 
teine codieren . 

Neben dem Clon cGBSSII wurden bei der Durchmusterung der Ex- 
pressionsbibliothek mit den polyclonalen Antikorpern, die 
gegen Starkekorn-gebundene Proteine gerichtet sind, Clone 
isoliert, die cDNA- Insertionen aufwiesen, die fur GBSS I aus 
Kartoffel codieren. Von einem dieser Clone, cGBSSI, wurde 
das Plasmid pGBSSI isoliert, und die Sequenz der cDNA- Inser- 
tion bestimmt. Diese stimmte weitgehend mit den bereits be- 
kannten, GBSS I aus Kartoffel codierenden DNA-Sequenzen 
uberein (Visser et al . , Plant Sci. 64 (1989), 185-192; van 
der Leij et al , , Mol . Gen. Genet. 228 (1990), 240-248). 
Diese cDNA- Insertion, enthalten in dem Plasmid pGBSS I, 
wurde daher spater bei der Durchmusterung einer cDNA-Biblio- 
thek aus Kartoffelknollen als Probe verwendet, um Sequenzen 
zu identif izieren, die GBSS I -Proteine codieren. 

Die oben beschriebene cDNA-Bibliothek aus Kartoffel wurde 
zunachst nach Sequenzen durchgemustert , die GBSS I oder GBSS 
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II aus Kartoffel codierten. Dazu wurden die Phagenplaques 
auf Nitrozellulose-Filter ubertragen, die DNA durch NaOH-Be- 
handlung denaturiert, die Filter neutralisiert und die DNA 
auf den Filtern durch Hitzebehandlung fixiert. Die Filter 
wurden in 0,25 M NaHPO^, pH 7,2, 0,25 M NaCl , 7 % SDS, 1 mM 
EDTA, 25 % Formamid, 10 % PEG fur 2 Stunden bei 42 °C vorhy- 
bridisiert. AnschlieSend wurden die Filter in 0,25 M NaHPO^ , 
pH 7,2, 0.25 M NaCl, 7 % SDS, 1 mM EDTA, 25 % Formamid, 10 % 
PEG nach Zugabe der entsprechenden radioaktiv markierten 
Probe uber Nacht bei 42 hybridisiert . Als Probe wurde zum 
einen die cDNA-Insertion aus dem Plasmid pGBSSII verwendet, 
und zum anderen die cDNA- Insert ion aus dem Plasmid pGBSSI . 
Die Filter wurden anschliefiend 2 x 30 min in 0,1 x SSC, 
0,5 % SDS bei 65 °C gewaschen und auf Rontgenf ilmen expo- 
niert . 

Parallel wurden Filter derselben cDNA-Bibliothek mit der aus 
Reis stammenden radioaktiv markierten cDNA-Probe, die wie 
oben beschrieben hergestellt wurde, unter denselben Bedin- 
gungen hybridisiert wie fur GBSS I und II beschrieben. Das 
Waschen der Filter erfolgte in diesem Fall fur 2 x 30 min 
bei 40 <>C mit 2 x SSC, 0,5 % SDS. Phagenclone, die nicht 
mit GBSS I Oder GBSS II aus Kartoffel, aber mit der Reis- 
cDNA hybridisierten, wurden unter Anwendung von Standardver- 
fahren weiter gereinigt . Mit Hilfe der ^n^^^i^^o-excision-Me- 
thode wurden von positiven Phagenclonen E. call-Clone gewon- 
nen, die ein doppelstrangiges pBluescript -Plasmid mit der 
jeweiligen cDNA- Insertion enthalten . Nach Uberprufung der 
Grofie und des Restrikt ionsmusters der Insert ionen wurden ge- 
eignete Clone einer Sequenzanalyse unterzogen. 

Beispiel 2 

Sequenzanalyse der cDNA- Insertion des Plasmids pSSSB 

Aus einem entsprechend Beispiel 1 erhaltenen E. coIi-Clon 
wurde das Plasmid pSSSB (Fig. 2) isoliert und seine cDNA- In- 
sertion durch Standardverfahren mittels der Didesoxynucleo- 
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tidmethode (Sanger et al . , Proc . Natl. Acad. Sci. USA 74 
(1977), 5463-5467) bestimmt . Die Insertion ist 1758 bp lang 
und stellt eine partielle cDNA dar. Die Nucleotidsequenz ist 
unter Seq ID No. 3 angegeben. Die korrespondierende Amino- 
sauresequenz ist unter Seq ID No. 4 dargestellt. 

Beispiel 3 

Isolierung der Vollangen-cDNA, die die Isoform GBSS II der 
Starkekorn-gebundenen Starkesynthase aus Solanum tuberosum 
codiert 

Eine blattspezif ische cDNA- Express ionsbank aus Solatnum 
tuberosum L. cv. Desiree (Ko&mann et al . , Planta 186 (1992), 
7-12) wurde nach Standardverf ahren mittels Hybridisierung 
mit einem 5 '-Fragment der cDNA- Insertion des Plasmids pGBSS 
II (1.9 kb) auf Vol lange- Clone hin durchgemustert . In Folge 
konnte das Plasmid pGBSS II -VK isoliert werden, das eine 
cDNA- Insertion mit einer Lange von ca . 2 . 8 kb enthalt . 

Beispiel 4 

Sequenzanalyse der cDNA- Insertion des Plasmids pGBSS II -VK 

Aus einem entsprechend Beispiel 3 erhaltenen E, coli-Clon 
wurde das Plasmid pGBSS II-VK isoliert und seine cDNA- Inser- 
tion durch Standardverf ahren mittels der Didesoxynucleotid- 
methode (Sanger et al . , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 
(1977), 5463-5467) bestimmt. Die Insertion ist ca. 2.8 kb 
lang. Die Nucleot idsequenz ist unter Seq ID No. 7 angegeben 
und umfaSt neben f lankierenden Bereichen die gesamte das 
GBSSI I -Protein aus Kartoffel codierende Region. Das aus der 
Aminosauresequenz abgeleitete Molekulargewicht des Proteins 
betragt ca . 85,1 kD, 
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Beispiel 5 

Isolierung der Vollangen-cDNA, die die Isoform SSS B der 
loslichen Starkesynthase aus Solanum tuberosum codiert 

Eine blattspezif ische cDNA-Expressionsbank aus Solanum 
tuberosum L. cv. Desiree (KoSmann et al , , Planta 186 (1992), 
7-12) wurde nach Standardverf ahren mittels Hybridisierung 
mit einem 5 '-Fragment der cDNA- Insertion des Plasmids pSSS B 
(1.6 kb) auf Vollange-Clone hin durchgemustert . In Folge 
konnte das Plasmid pSSS B-VK, isoliert warden, das eine 
cDNA- Insertion mit einer Lange von ca . 2.3 kb enthalt . 

Beispiel 6 

Sequenzanalyse der cDNA- Insertion des Plasmids pSSS B-VK 

Aus einem entsprechend Beispiel 5 erhaltenen E. coii-Clon 
wurde das Plasmid pSSS B-VK isoliert und seine cDNA- Inser- 
tion durch Standardverfahren mittels der Didesoxynucleotid- 
methode (Sanger et al . , Proc. Natl. Acad. Sci . USA 74 
(1977), 5463-5467) bestimmt . Die Insertion ist ca. 2.3 kb 
lang. Die Nucleotidsequenz ist unter Seq ID No. 9 angegeben 
und umfaSt neben f lankierenden Sequenzen die gesamte codie- 
rende Region fur die Isoform B der loslichen Starkesynthase 
aus Kartoffel. Das aus der Aminosauresequenz abgeleitete 
Molekulargewicht des Proteins betr^gt ca . 78,6 kD. 

Beispiel 7 

Identif izierung, Isolierung und Charakterisierung einer 
cDNA, die die Isoform SSS A der loslichen Starkesynthase aus 
SolcLnum tuberosum codiert 

Aus einem Sequenzvergleich zwischen den bisher bekannten Se- 
quenzen, die losliche und Starkekorn-gebundene Starkesyntha- 
sen aus Pflanzen codieren (siehe Figur 7) , war ersichtlich. 
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dafi es drei stark konservierte Bereiche zwischen den ver- 
schiedenen Proteinen gibt (Bereiche (1), (II) und (III) in 
Figur 7) . 

Um eine losliche Starkesynthase aus Kartoffel zu isolieren, 
wurden diese drei Bereiche ausgewahlt, um polyclonale Pep- 
tidantikorper zu erzeugen. Dazu wurden drei synthetische Po- 
lypeptide mit den folgenden Aminosauresequenzen hergestellt: 
Peptid 1: NH2-PWSKTGGLGDVC-COOH (Seq ID No. 16) 

Peptid 2: NH2-PSRFEPCGLNQLY-COOH (Seq ID No. 17) 

Peptid 3: NH2-GTGGLRDTVENC-COOH (Seq ID No. 13) 

Diese Peptide wurden an den KLH-Carrier ("keyhole limpet ho- 
mocyanin") gekoppelt und anschlieEend zur Herstellung poly- 
clonaler Antikorper in Kaninchen verwendet (Eurogentec, 
Seraing, Belgien) . 

Die result ierenden Antikorper wurden f olgendermaSen bezeich- 
net : 

ant i -SSI polyclonaler Antikorper gegen das Peptid 1 

anti-SS2 polyclonaler Antikorper gegen das Peptid 2 

anti-SS3 polyclonaler Antikorper gegen das Peptid 3. 

Die Antikorper wurden mit angereinigten loslichen Starkesyn- 

thasen aus Kartoffel auf ihre Spezifitat hin untersucht . 

Die Reinigung der loslichen Starkesynthasen erf olgte dabei 

f olgendermalSen : 

2,5 kg Kartoffeln wurden in 2 Liter Puffer A auf gearbeitet . 
Nach Abtrennen der Starke durch Zentrif ugation bei 1000 g 
fur 5 min wurde der Proteinextrakt an DEAE-FastFlow-Saulen- 
material (Pharmacia LKB) gebunden (aquilibriert mit Puffer 
B) . Nach Waschen der Saule mit dem 5-fachen Saulenvolumen an 
Puffer B wurden gebundene Proteine mit 300 mM NaCl in Puffer 
B eluiert. Die eluierten Proteine wurden f raktionsweise auf- 
gefangen, und Fraktionen mit einer hohen Starkesynthase -Ak- 
tivitat wurden vereinigt. Die vereinigten Fraktionen wurden 
durch Chroraatographie uber eine Gelf iltrationssaule (G25) , 
die mit Puffer B aquilibriert wurde, entsalzt . Das Eluat 
wurde mit 1 Volumen 1 M Natrium-Citrat , 50 mM Tris-HCl pH 
7,6, 2,5 mM DTT, 2 mM EDTA versetzt . Die Proteinlosung wurde 
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auf eine mit Puffer C aquilibrierte Amylose-Resin-Saule (AR- • 
Saule) aufgetragen. Die S§ule wurde mit dem 20-fachen Sau- 
lenvolumen an Puffer C gewaschen. Gebundene Proteine wurden 
anschlieSend mit Puffer B eluiert . 

Die Fraktionen, die eine hohe Starkesynthase-Aktivitat auf- 
wiesen, wurden ;..ve re in igt und wiederum mit Hilfe von Gelfil- 
tration uber eine G25-Saule entsalzt. 

AnschlielSend wurden die Fraktionen mit hoher Starkesynthase- 
Aktivitat auf eine mit Puffer B aquilibrierte MonoQ-Saule 
aufgetragen. Die Saule wurde mit dem 5-fachen Saulenvolumen 
an Puffer B gewaschen. Gebundene Proteine wurden mit Hilfe 
eines linearen NaCl-Gradienten von 0-300 mM eluiert und 
f raktionsweise gesammelt. 

Die Analyse der Fraktionen hinsichtlich der Starkesynthase- 
Aktivitat und des Molekulargewichtes erfolgte mit Hilfe ver- 
schiedener Methoden: 

a) Analyse der Fraktionen auf einem nativen Polyacrylamid- 
Gel 

b) Analyse der Fraktionen auf einem denaturierenden SDS-Po- 
lyacrylamidgel und anschlieSende Silberf arbung 

c) Bestimmung der Starkesynthase-Aktivitat durch Einbau ra- 
dioaktiv-markierter ADP-Glucose (Amersham, UK) in neusyn- 

thetisierte Starke. 

d) Analyse der Fraktionen in einem Western Blot. 

Fur eine Western Blot-Analyse wurden 50 , 5 /ig und 0,5 /ig 
Protein eines Protein-Rohextraktes neben 15 pig Protein der 
Fraktionen, die von der DEAE-FastFlow-Saule eluiert wurden, 
10 ^g Protein der Fraktionen, die von der AR-Saule eluiert 
wurden und 3 fig Protein der Fraktionen, die von der MonoQ- 
Saule eluiert wurden, auf einem SDS-Polyacrylamid-Gel elek- 
trophoretisch auf getrennt . Die Proteine wurden mit Hilfe der 
Semidry-Elektroblot-Methode auf eine Nitrozellulosemembran 

ubertragen. 

Die Identif izierung von Proteinen, die von den Antikorpern 
anti-SSI, anti-SS2 oder anti-SS3 erkannt wurden, erfolgte 
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mit Hilfe des "Blotting detection kit for rabbit anitbodies 
RPN 23" (Amersham UK) nach den Angaben des Herstellers. 
Es wurden parallel drei Western Blot-Analysen durchgefuhrt 
mit den obenbeschriebenen polyxlonalen Antikorpern anti-SSI, 
anti-SS2 und anti-SS3 . Dabei stellte sich heraus, dafi der 
Antikorper anti-SSI spezifisch GBSS I und GBSS II erkannte 
und der Antikorper anti-SS2 keine Spezifitat aufwies. Ledig- 
lich der Antikorper anti-SS3 erkannte neben GBSS I und GBSS 
II im Western Blot spezifisch neue Proteine, insbesondere 
Proteine mit Molekulargewichten von 120-140 kd. 

Der Antikorper anti-SS3 wurde anschlieSend verwendet, urn 
eine cDNA-Bibliothek aus Kartof f elknollen nach Sequenzen 
durchzumustern, die losliche Starkesynthasen aus Kartoffel 
codieren, Hierfur wurde eine cDNA-Bibliothek , die wie in 
Beispiel 1 beschrieben hergestellt wurde, verwendet. Zur 
Analyse der Phagenplaques wurden diese auf Nitrozellulose- 
filter ubertragen, die vorher fur 30-60 min in einer 10 mM 
IPTG-Losung inkubiert und anschliefiend auf Filterpapier ge- 
trocknet wurden. Der Transfer erfolgte fur 3 h bei 37oc. An- 
schlieSend werden die Filter fur 30 min bei Raumtemperatur 
in Blockreagenz inkubiert und zweimal fur 5-10 min in TBST- 
Puffer gewaschen. Die Filter wurden mit dem polyclonalen An- 
tikorper anti-SS3 in geeigneter Verdunnung fur 1 h bei Raum- 
temperatur Oder fur 16 h bei 4°C geschuttelt . Die Identifi- 
zierung von Plagues, die ein Protein exprimierten, das von 
dem Antikorper anti-SS3 erkannt wurde, erfolgte mit Hilfe 
des "Blotting detection kit for rabbit antibodies RPN 23" 
(Amersham UK) nach den Angaben des Herstellers. 
Phagenclone der cDNA-Bibliothek , die ein Protein exprimier- 
ten, das von dem Antikorper anti-SS3 erkannt wurde, wurden 
unter Anwendung von Standardverf ahren weiter gereinigt . Mit 
Hilfe der in vivo excision-Methode (Stratagene) wurden von 
positiven Phagenclonen E. coli- clone gewonnen, die ein dop- 
pelstrangiges pBlueskript II SK-Plasmid mit der jeweiligen 
cDNA- Insertion zwischen der -Ecoi^J- und der Xho J-Schnitt- 
stelle des Polylinkers enthalten. Nach Uberprufung der GroEe 
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und des Restrikt ionsmusters der Insert ionen wurde ein ge- 
eigneter Clon einer Sequenzanalyse unterzogen. 

Beispiel 8 

Sequenzanalyse_der cDNA- Insertion des Plasraids pSSSA 

Aus einem entsprechend Beispiel 7 erhaltenen E, coii-Clon 
wurde das Plasmid pSSSA (Fig. 1) isoliert und seine cDNA- 
Insertion durch Standardverf ahren mittels der Didesoxy- 
nucleotidmethode (Sanger et al . , Proc . Natl. Acad. Sci . USA 
74 (1977), 5463-5467) bestimmt . Die Insertion ist 2303 bp 
lang. Die Nucleotidsequenz ist unter Seq ID No . 1 angegeben. 
Die korrespondierende Aminosauresequenz ist unter Seq ID No. 

2 dargestellt. ^ 
Eine Sequenzanalyse und ein Sequenzvergleich mit bekannten 
DNA-Sequenzen zeigte, daS die unter Seq ID No. 1 darge- 
stellte Sequenz neu ist und eine partielle codierende Region 
umfafit, die ein Protein codiert, das Homologie zu Starkesyn- 
thasen aus verschiedenen Organismen aufweist . Das durch 
diese cDNA- Insertion oder durch hybridisierende Sequenzen 
codierte Protein wird im Rahmen dieser Anmeldung als SSSA 
bezeichnet . 

Diese DNA-Sequenz unterscheidet sich von der unter Seq ID 
No. 2 dargestellten DNA-Sequenz, die ebenfalls eine losliche 
Starkesynthase aus Kartoffel codiert , und liefi sich mit der 
unter Beispiel 1 beschriebenen Methode nicht aus einer cDNA- 
Bibliothek von Kartof f elknollen isolieren. 

Beispiel 9 

Isolierung der Vollangen-cDNA, die die Isoform SSS A der 
loslichen Starkesynthase aus Solanum tuherosimi codiert 

Eine blattspezifische cDNA-Expressionsbank aus Solanuw 
tuberosum L. cv. D^sir^e (KoSmann et al . , Planta 186 (1992), 
7-12) wurde nach Standardverf ahren mittels Hybridisierung 
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mit einem 5 '-Fragment der cDNA- Insertion des Plasmids pSSSA 
{2.3 kb) auf Vollange- Clone hin durchgemustert untersucht . 
In Folge konnte ein Clon isoliert werden, der eine im 5'- 
Bereich urn ca . 1.86 kb langere cDNA- Insertion enthielt . Die 
cDNA- Insertion hat eine Gesamtlange von ca , 4.16 kb isoliert 
werden . 

Beispiel 10 

Sequenzanalyse der cDNA- Insertion des Plasmids pSSSA-VK 

Aus einem entsprechend Beispiel 9 erhaltenen E. coli-Clon 
wurde das Plasmid pSSSA-VK isoliert und seine cDNA- Insert ion 
durch Standardverf ahren mittels der Didesoxynucleotidmethode 
(Sanger et al . , Proc . Natl. Acad. Sci . USA 74 (1977), 5463- 
5467} bestimmt. Die Insertion ist ca . 4.16 kb lang. Die 
Nucleotidsequenz ist unter Seq ID No. 11 angegeben. Die 
korrespondierende Aminosauresequenz ist unter Seq ID No . 12 
angegeben. Das aus der Aminosauresequenz abgeleitete Moleku- 
largewicht des SSSA- Proteins betragt ca . 135 kD, 

Beispiel 11 

Konstruktion des Plasmids p3 5S-anti-SSSA und Einfuhrung des 
Plasmids in das Genom von Kartof f elpf lanzen 

Aus dem Plasmid pSSSA wurde mit Hilfe der Restriktionsendo- 
nucleasen Xba I und Asp 718 ein ca. 2,1 kb groSes DNA-Frag- 
ment isoliert, das die codierende Region fur die Isoform A 
der loslichen Starkesynthase aus Kartof f el umfaSt, und in 
den mit Xba I und Asp 718 geschnit tenen Vektor pBinAR Hyg 
(DSM 9505) ligiert. 

Durch die Insertion des cDNA- Fragment es entsteht eine Ex- 
pressionskassette , die f olgendermaSen aus den Fragmenten A, 
B und C aufgebaut ist (Fig. 3) : 

Das Fragment A (529 bp) enthalt den 35S-Promotor des 
Caulif lower-Mosaik-Virus (CaMV) . Das Fragment umfafit die 
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Nucleotide 6909 bis 7437 des CaMV (Franck et al., Cell 21 
(1980) , 285-294) . 

Das Fragment B enthklt neben f lankierenden Bereichen die 
proteincodierende Region der Isoform A der loslichen StSrke- 
synthase aus Solanum tuberosum. Diese wurde wie oben be- 
schrieben als Xba l/Asp7IS-Fragment aus pSSSA isoliert und 
in antisense-Orientierung an den 35S-Promotor in pBinAR Hyg 

f usioniert . 

Fragment C (192 bp) enthalt das Polyadenylierungssignal des 
Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmids pTiACHS (Gielen et al . , 
EMBO J. 3 (1984), 835-846). 

Die GroSe des Plasmids p35S-anti-SSSA betragt ca . 13 kb- 
Das Plasmid wurde mit Hilfe Agrobakterien- vermittelter 
Transformation in Kartof f elpf lanzen transferiert wie oben 
beschrieben. Aus den transf ormierten Zellen wurden ganze 
Pf lanzen regeneriert . 

Als Ergebnis der Transformation zeigten transgene Kartoffel- 
pf lanzen eine Verringerung der Aktivitat der Isoform A -der 
loslichen Starkesynthase (vergleiche Figur 8) . 

Die von diesen Pflanzen gebildete Starke unterscheidet sich 
von in Wildtyp-Pflanzen synthetisierter Starke in ihrem 
Phosphatgehalt , in der ViskositSt waEriger Losungen, den 
Verkleisterungseigenschaften und der mittleren Starkekorn- 
groSe. Die Ergebnisse sind in Tabelle I dargestellt. 
Der Phosphatgehalt der in den transgenen Pflanzen gebildeten 
Starke liegt urn mindestens 30 %, vorzugsweise um 50 %, ins- 
besondere um 70 % Qber den Werten der von in Wildtyp-Pflan- 
zen synthetisierten Starke. 

Die Endviskositat der Starke aus SSS A-"Antisense"-Pflanzen 
zeigt um mindestens 10 %, vorzugsweise um 20 %, insbesondere 
um 30 % niedrigere Werte im Vergleich zu wildtyp-Pf lanzen . 
Die Verkleisterungstemperatur, die maximale ViskositSt und 
die mittlere StarkekorngroSe der modif izierten Starke liegen 
deutlich unter den Werten der in Wildtyp-Pflanzen gebildeten 
Starke (siehe Tabelle I) . 
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Tabelle I 

Charakteristika der Starke aus Wildtyp- und SSS A- "Antisense" -Kartof f el 

pf lanzen 

Wildtyp Linie 25 Linie 39 

Phosphatgehalt 8,50 ± 0,4 14,61 ± 0,3 14,54 ± o 2 

[nmol mg 
Starke"^] 



Verkleisterungs- 6 9,5 6 7,4 
temperatur [•»C) 

maximale 4044 3720 
viskositat [cP] 



mittlere Starke- 29 24 

komgr5Se [fim] 



66, 2 



3756 



Endviskositat 3312 2904 2400 

bei 50«C [cP] 



27 



Beispiel 12 



Konstruktion des Plasmids p35S-ant i -SSSB und Einfuhrung des 
Plasmids in das Genom von Kartoffelpf lanzen 

Aus dem Plasmid pSSSB wurde mit Hilfe der Restriktionsendo- 
nucleasen Xho I und Spe I ein ca . 1,8 kb groSes DNA-Fragment 
isoliert, das die codierende Region fur die Isoform B der 
loslichen Starkesynthase aus Kartoffel umf aSt , und in den 
mit Smal geschnittenen Vektor pBinAR Hyg (DSM 9505) ligiert . 
Durch die Insertion des cDNA- Fragmentes entsteht eine Ex- 
pressionskassette, die f olgendermaSen aus den Fragmenten A, 
B und C aufgebaut ist (Fig. 4) : 

Das Fragment A (529 bp) enthalt den 35S-Promotor des 
Caulif lower-Mosaik-Virus (CaMV) . Das Fragment umfaSt die 
Nucleotide 6909 bis 7437 des CaMV (Franck et al . , Cell 21 
1980) , 285-294) . 

Das Fragment B enthalt neben f lankierenden Bereichen einen 
Teil der proteincodierenden Region der Isoform B der losli- 
chen Starkesynthase aus Solanum tuherostun . Diese wurde wie 
oben beschrieben als Xho I/Spe J-Fragment aus pSSSB isoliert 
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und in ai: tisense-Orientierung an den 35S-Promotor in pBinAR 
Hyg fusioniert. 

Fragment C (192 bp) enthalt das Polyadenylierungssignal des 
Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmids pTiACHS (Gielen et al . , 
EMBO J. 3 (1984), 835-846). 

Die GrolSe des Plasmids p35S-anti-SSSB betragt ca. 13 kb . 
Das Plasmid wurde mit Hilfe Agrobakterien-vermittelter 
Transformation in Kartof f elpf lanzen transferiert wie oben 
beschrieben. Aus den trans formiert en Zellen wurden ganze 
Pf lanzen regeneriert . 

Als Ergebnis der Transformation zeigten transgene Kartof f el - 
pflanzen eine Verringerung der Aktivitat der Isoform B der 
loslichen Starkesynthase (vergleiche Figur 8) . 

Beispiel 13 

Konstruktion des Plasmids p35S-anti-GBSS II und Einfuhrung 
des Plasmids in das Genom von Kartof f elpf lanzen 

Aus dem Plasmid pGBSS II vnirde mit Hilfe der Restrikt ionsen- 
donucleasen Asp 718 und Sma I ein ca . 1,9 kb groSes DNA- 
Fragment isoliert, das die codierende Region fur die Isoform 
GBSS II der Starkesynthase aus Kartof f el umf afit . Die Frag- 
mentenden wurden mit der T4 Polymerase geglattet und das 
Fragment in den mit SmaX geschnittenen Vektor pBinAR Hyg 
(DSM 9505) ligiert. 

Durch die Insertion des cDNA- Fragment es entsteht eine Ex- 
pressionskassette , die f olgendermaSen aus den Fragmenten A, 
B und C aufgebaut ist (Fig. 6) : 

Das Fragment A (529 bp) enthalt den 35S-Promotor des 
Caulif lower-Mosaik-Virus (CaMV) . Das Fragment umfaEt die 
Nucleotide 6909 bis 7437 des CaMV (Franck et al., Cell 21 
(1980) , 285-294) . 

Das Fragment B enthalt neben f lankierenden Bereichen einen 
Teil der proteincodierenden Region der Isoform GBSS II der 
Starkesynthase aus Solanum tuherosum. Diese wurde wie oben 
beschrieben als Asp 718 /Sma J-Fragment aus pGBSS II isoliert 
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und nach Glattung der Fragmentenden in antisense-Orientie- 
rung an den 35S-Promotor in pBinAR Hyg fusioniert. 
Fragment C (192 bp) enthalt das Polyadenylierungssignal des 
Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmids pTiACHB (Gielen et al . , 
EMBO J. 3 (1984), 835-846). 

Die GroSe des Plasmids p35S-anti-GBSS II betragt ca . 13 kb. 
Das Plasmid wurde mit Hilfe Agrobakterien-vermittelter 
Transformation in Kartof f elpf lanzen transferiert wie oben 
beschrieben . Aus den transf ormierten Zellen wurden ganze 
Pf lanzen regeneriert . 

Als Ergebnis der Transformation zeigten transgene Kartoffel- 
pflanzen eine Verringerung der Aktivitat der Isoform GBSS II 
der Starkesynthase (vergleiche Figur 8). 

Die von diesen Pflanzen gebildete Starke unterscheidet sich 
von in Wildtyp-Pf lanzen synthetisierter Starke in ihrem 
Phosphatgehalt , in der Viskositat, den Verkleisterungseigen- 
schaften und der mittleren StarkekorngroEe . Die Ergebnisse 
sind in Tabelle II dargestellt. 

Tabelle II 

Charakteristika der Starke aus Wildtyp- und GBSS II - "Antisense " -Pflanzen 

Wildtyp Linie 14 Linie 35 Linie 44 

Phosphatgehalt 6,99 ± 0,19 4,52 ± 0,2 4,13 ± 0,06 3,76+0,12 

[nmol mg~ 
Starke"^] 

Verkleiste- 64,1 62,55 63,25 63,55 

rungs tempe- 
ratur [<»C] 

maximale Visko- 4057 2831 2453 2587 

sitat [cP] 

Endviskositat 2849 2816 2597 2587 

bei 50OC [cP] 

mittlere Stdrke- 37 32 31 32 

korngroSe [^m] 
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Der Phosphatgehalt der in den transgenen Pflanzen gebildeten 
Starke liegt urn mindestens 3 5 %, vorzugsweise urn 4 0 %, ins- 
besondere urn 45 % unter den Werten der von in Wildtyp-Pf lan- 
zen synthetisierten Starke. 

Die maximale Viskositat der Starke aus GBSS II- "antisense" - 
Pflanzen zeigt,, urn mindestens 3 0 %, vorzugsweise um 3 5 %, 
insbesondere um 4 0 % niedrigere Werte im Vergleich zu Wild- 
typ-Pf lanzen . 

Die Verkleisterungstemperatur und die Endviskositat der mo- 
difizierten StSrke liegen unter den Werten der in Wildtyp- 
Pf lanzen gebildeten Starke. Die mittlere StarkekorngroSe der 
in den transgenen Pflanzen gebildeten Starke ist deutlich 
geringer als die von Wildtyp-Starke . 

Beispiel 14 

Uberexpression der loslichen Starkesynthasen SSS A und SSS..B 
in E. coli 

Fur die Uberexpression loslicher Starkesynthasen in E. coli 
wurde der Stamm G6MD2 herangezogen . Hierbei handelt es sich 
um eine Mutante, die neben dem gig- auch im znai-Operon dele- 
tiert ist. Damit besitzt sie weder die Glycogen-Synthase 

(gigA) , das Verzweigungsenzym (gigB) und die AGPase iglgC) 
noch die Amylomaltase imalQ) , die Maltodextrin-Phosphoylase 

{ma.1V) sowie weitere an der Metabolisierung von Maltose be- 
teiligte Proteine. Aus diesem Grund ist die Mutante G6MD2 
nicht fahig, uber den ADP-Glucose-Weg Glycogen oder ausge- 
hend von Maltose of- 1 , 4 -Glucane zu synthetisieren . 
Zellen dieser Mutante wurden mit den cDNA-Clonen pSSSA-VK 
bzw. pSSSB-VK transf ormiert . Die Starkesynthasen exprimie- 
renden E. coii-Zellen wurden nach 2 h Induktion mit IPTG in 
50 mM Tris-HCl pH 7,6, 10 % Glycerin, 2 mM EDTA, 2 mM DTT 
und 0,4 mM PMSF durch Ultraschall auf geschlossen . Als Kon- 
trolle dienten mit pBluescript transf ormierte Zellen. Die 
Abtrennung von intakten Zellen und Zellwandmaterial erfolgte 
durch eine Zentrif ugation fur 10 Minuten bei 13.000 g, und 
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anschlieSend wurde die Proteinkonzentration des Uberstandes 
bestimmt. 100 ^ig Proteinextrakt wurden dem Reaktionspuf f er 
(Endkonzentration: 50 mM Tricine-NaOH pH 8 , 5 , 25 mM Kalium- 
acetat, 2 mM EDTA und 2 mM DTT, 1 mM ADP-Gluose) zugegeben. 
Fur die Untersuchung der Citrat - stimulierten Reaktion ("pri- 
mer" -unabhangig) befand sich im Reakt ionspuf f er zusatzlich 
0,5 M Natriumcitrat, wahrend die "primer " -abhangige Reaktion 
in Anwesenheit von 0,02 % (Gew./Vol.) Maltooligosacchariden 
(Glucidex 19; 1-30 Glucose-Einheiten) getestet wurde. Die 
Reaktion wurde bei Raumtemperatur uber Nacht durchgef iihrt . 
Die synthetisierten Glucane wurden dann mit Lugolscher L6- 
sung nachgewiesen und zur weiteren Charakterisierung spek- 
tralphotometrisch untersucht. 

Sowohl die Isoform SSS A als auch die Isoform SSS B synthe- 
tisierten in der "primer " -abhangigen Reaktion (Abwesenheit 
von Citrat) Glucane. Das Absorptionsmaximum des durch SSS B 
synthetisierten Glucans lag bei 614 nm, was einem Glucan von 
ca. 150 Glucose-Einheiten entspricht . Das von SSS A gebil- 
dete Glucan absorbierte bei 575 nm, was auf die Synthese von 
kurzkettigen Glucanen mit einem Polymerisationsgrad von ca. 
50 Glucose-Einheiten hindeutet . 

In der "primer" -unabhangigen, d.h. bei der Citrat -stimulier- 
ten, Reaktion lieferte allein die Isoform SSS B ein Glucan, 
welches nach Anfarbung mit Lugolscher Losung bei 612 nm ab- 
sorbierte. Die Isoform SSS A zeigte bei der "primer " -unab- 
hangigen Reaktion keine Aktivitat und synthet isierte folg- 
lich kein Glucan, 

Die Proteinextrakte aus den mit pBluescript transf ormierten 
Zellen lieferten in keinem der Reaktionsansatze Produkte . 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMKINE ANGABEN : 
( i } ANMELDER : 

(A) NAME: Institut fuer Genbiologische Forschung Berlin 

GmbH 

(B) STRASSE: Ihnescrasse 63 

(C) ORT: Berlin 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLEIT2AHL : 14195 

(G) TELEFON: (030) 8300070 

(H) TELEFAX; (030) 83000736 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG : DNA-MoleJcuele codierend Enzyme, die 
der Staerkesynthese beteiligt sind, Vektoren, Ba)cterien, 
transgene Pf lanzenzellen und Pflanzen enthaltend diese 
Molekuele 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 17 

t. 

(iv) COMPUTER -LESBARE FAS SUNG: 

(A) DATENTRAgER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSVSTEM: PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1-0, Version #1.30 (EPA) 

( 2 ) ANGABEN 2U SEQ ID NO : 1 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 23 03 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : cDNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRtJNLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS : Solanum tuberosum 

(B) STAMM: cv Berolina 

(F) GEWEBETYP: Knollengewebe 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: cDNA-Bibl iothek in pBluescriptSKII+ 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: 3 . . 2033 
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GCT GGA AGC AGC GTC ACA GTT TAC TAT AAT CCC GCC AAT ACA GTA CTT 
Ala Gly Ser Ser Val Thr Val Tyr Tyr Asn Pro Ala Asn Thr Val Leu 
130 135 140 

AAT GGT AAA CCT GAA ATT TGG TTC AGA TGT TCA TTT AAT CGC TGG ACT 
Asn Gly Lys Pro Glu He Trp Phe Arg Cys Ser Phe Asn Arg Trp Thr 
145 150 155 



CAC CGC CTG GGT CCA TTG CCA CCT CAG AAA ATG TCG CCT GCT GAA AAT 
His Arg Leu Gly Pro Leu Pro Pro Gin Lys Met Ser Pro Ala Glu Asn 
160 



165 170 175 



GGC ACC CAT GTC AGA GCA ACT GTG AAG GTT CCA TTG GAT GCA TAT ATG 
Gly Thr His val Arg Ala Thr Val Lys Val Pro Leu Asp Ala Tyr Met 

180 185 



47 



(D) SONSTIGE ANGABEN:/functione "Polymerisierxing von 
Staerke" 

/products "Staerke synthase" 

(xi) SEQXJENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 1: 

GG CAC GAG GTC AAA AAG CTT GTT AAA TCT GAG AGA ATA GAT GGT GAT 
His Glu Val Lys Lys Leu Val Lys Ser Glu Arg He Asp Gly Asp 
1 5 10 15 

TGG TGG TAT ACA GAG GTT GTT ATT CCT GAT CAG GCA CTT TTC TTG GAT 95 
Trp Trp Tyr Thr Glu Val Val He Pro Asp Gin Ala Leu Phe Leu Asp 

20 25 30 

TGG GTT TTT GCT GAT GGT CCA CCC AAG CAT GCC ATT GCT TAT GAT AAC 14 3 

Trp Val Phe Ala Asp Gly Pro Pro Lys His Ala He Ala Tyr Asp Asn 

35 40 45 

AAT CAC CGC CAA GAC TTC CAT GCC ATT GTC CCC AAC CAC ATT CCG GAG 191 
Asn His Arg Gin Asp Phe His Ala He Val Pro Asn His He Pro Glu 
SO 55 60 

GAA TTA TAT TGG GTT GAG GAA GAA CAT CAG ATC TTT AAG ACA CTT CAG 239 
Glu Leu Tyr Trp Val Glu Glu Glu His Gin He Phe Lys Thr Leu Gin 
65 70 75 

GAG GAG AGA AGG CTT AGA GAA GCG GCT ATG CGT GCT AAG GTT GAA AAA 28 7 

Glu Glu Arg Arg Leu Arg Glu Ala Ala Met Arg Ala Lys Val Glu Lys 
80 85 90 95 

ACA GCA CTT CTG AAA ACT GAA ACA AAG GAA AGA ACT ATG AAA TCA TTT 335 
Thr Ala Leu Leu Lys Thr Glu Thr Lys Glu Arg Thr Met Lys Ser Phe 

100 105 110 

TTA CTG TCT CAG AAG CAT GTA GTA TAT ACT GAG CCT CTT GAT ATC CAA 383 
Leu Leu Ser Gin Lys His Val Val Tyr Thr Glu Pro Leu Asp He Gin 

lis 120 125 



431 



479 



527 



575 
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ATG GAT TTT GTA TTT TCC GAG AGA GAA GAT GGT GGG ATT TTT GAG AAT 623 

Met Asp Phe Val Phe Ser Glu Arg Glu Asp Gly Gly lie Phe Asp Asn 

195 200 205 

AAG AGC GGA ATG GAC TAT CAC ATA CCT GTG TTT GGA GGA GTC GCT AAA 6 71 

Lys Ser Gly Met Asp Tyr His He Pro Val Phe Gly Gly Val Ala Lys 
210 215 220 

GAA CCT CCA ATG" CAT ATT GTC CAT ATT GCT GTC GAA ATG GCA CCA ATT 719 

Glu Pro Pro Met His He Val His He Ala Val Glu Met Ala Pro He 
225 230 235 

GCA AAG GTG GGA GGC CTT GGT GAT GTT GTT ACT AGT CTT TCC CGT GCT 767 

Ala Lys Val Gly Gly Leu Gly Asp Val Val Thr Ser Leu Ser Arg Ala 
240 245 250 255 

GTT CAA GAT TTA AAC CAT AAT GTG GAT ATT ATC TTA CCT AAG TAT GAC 815 

Val Gin Asp Leu Asn His Asn Val Asp He He Leu Pro Lys Tyr Asp 

260 265 270 

TGT TTG AAG ATG AAT AAT GTG AAG GAC TTT CGG TTT CAC AAA AAC TAC 86 3 

Cys Leu Lys Met Asn Asn Val Lys Asp Phe Arg Phe His Lys Asn Tyr 

275 280 285 

TTT TGG GGT GGG ACT GAA ATA AAA GTA TGG TTT GGA AAG GTG GAA GGT 911 

Phe Trp Gly Gly Thr Glu He Lys Val Trp Phe Gly Lys Val Glu Gly 
290 295 300 

CTC TCG GTC TAT TTT TTG GAG CCT CAA AAC GGG TTA TTT TCG AAA GGG 95 9 

Leu Ser Val Tyr Phe Leu Glu Pro Gin Asn Gly Leu Phe Ser Lys Gly 
305 310 315 

TGC GTC TAT GGT TGT AGC AAT GAT GGT GAA CGA TTT GGT TTC TTC TGT 1007 

Cys Val Tyr Gly Cys Ser Asn Asp Gly Glu Arg Phe Gly Phe Phe Cys 
320 325 330 335 

CAC GCG GCT TTG GAG TTT CTT CTG CAA GGT GGA TTT AGT CCG GAT ATC 10 5 5 

His Ala Ala Leu Glu Phe Leu Leu Gin Gly Gly Phe Ser Pro Asp He 

340 345 350 

ATT CAT TGC CAT GAT TGG TCT AGT GCT CCT GTT GCT TGG CTC TTT AAG 1103 

He His Cys His Asp Trp Ser Ser Ala Pro Val Ala Trp Leu Phe Lys 

355 360 365 

GAA CAA TAT ACA CAC TAT GGT CTA AGC AAA TCT CGT ATA GTC TTC ACG 1151 

Glu Gin Tyr Thr His Tyr Gly Leu Ser Lys Ser Arg He Val Phe Thr 
370 375 380 

ATA CAT AAT CTT GAA TTT GGG GCA GAT CTC ATT GGG AGA GCA ATG ACT 1199 

He His Asn Leu Glu Phe Gly Ala Asp Leu He Gly Arg Ala Met Thr 
385 390 395 

AAC GCA GAC AAA GCT ACA ACA GTT TCA CCA ACT TAC TCA CAG GAG GTG 124 7 

Asn Ala Asp Lys Ala Thr Thr Val Ser Pro Thr Tyr Ser Gin Glu Val 
400 405 410 415 
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TCT GGA AAC CCT GTA ATT GCG CCT CAC CTT CAC AAG TTC CAT GGT ATA 12 95 

Ser Gly Asn Pro Val lie Ala Pro His Leu His Lys Phe His Gly lie 

420 425 430 

GTG AAT GGG ATT GAC CCA GAT ATT TGG GAT CCT TTA AAC GAT AAG TTC 1343 
Val Asn Gly lie Asp Pro Asp lie Trp Asp Pro Leu Asn Asp Lys Phe 

435 440 445 

ATT CCG ATT CCG TAC ACC TCA GAA AAC GTT GTT GAA GGC AAA ACA GCA 13 91 

lie Pro lie Pro Tyr Thr Ser Glu Asn Val Val Glii Gly Lys Thr Ala 
450 455 460 

GCC AAG GAA GCT TTG CAG CGA AAA CTT GGA CTG AAA CAG GCT GAC CTT 143 9 

Ala Lys Glu Ala Leu Gin Arg Lys Leu Gly Leu Lys Gin Ala Asp Leu 
465 470 475 

CCT TTG GTA GGA ATT ATC ACC CGC TTA ACT CAC CAG AAA GGA ATC CAC 14 8 7 

Pro Leu Val Gly lie lie Thr Arg Leu Thr His Gin Lys Gly lie His 
480 485 490 495 

CTC ATT AAA CAT GCT ATT TGG CGC ACC TTG GAA CGG AAC GGA CAG GTA 153 5 

Leu lie Lys His Ala lie Trp Arg Thr Leu Glu Arg Asn Gly Gin Val 

500 505 510 

GTC TTG CTT GGT TCT GCT CCT GAT CCT AGG GTA CAA AAC GAT TTT GTT 1583 
Val Leu Leu Gly Ser Ala Pro Asp Pro Arg Val Gin Asn Asp Phe Val 

515 520 525 

AAT TTG GCA AAT CAA TTG CAC TCC AAA TAT AAT GAC CGC GCA CGA CTC 1631 
Asn Leu Ala Asn Gin Leu His Ser Lys Tyr Asn Asp Arg Ala Arg Leu 
530 535 540 

TGT CTA ACA TAT GAC GAG CCA CTT TCT CAC CTG ATA TAT GCT GGT GCT 16 7 9 

Cys Leu Thr Tyr Asp Glu Pro Leu Ser His Leu lie Tyr Ala Gly Ala 
545 550 555 

GAT TTT ATT CTA GTT CCT TCA ATA TTT GAG CCA TGT GGA CTA ACA CAA 172 7 

Asp Phe lie Leu Val Pro Ser lie Phe Glu Pro Cys Gly Leu Thr Gin 
560 565 570 575 

CTT ACC GCT ATG AGA TAT GGT TCA ATT CCA GTC GTG CGT AAA ACT GGA 17 7 5 

Leu Thr Ala Met Arg Tyr Gly Ser lie Pro Val Val Arg Lys Thr Gly 

580 585 590 

GGA CTT TAT GAT ACT GTA TTT GAT GTT GAC CAT GAC AAA GAG AGA GCA 182 3 

Gly Leu Tyr Asp Thr Val Phe Asp Val Asp His Asp Lys Glu Arg Ala 

S9S 600 605 

CAA CAG TGT GGT CTT GAA CCA AAT GGA TTC AGC TTT GAT GGA GCA GAT 1871 
Gin Gin Cys Gly Leu Glu Pro Asn Gly Phe Ser Phe Asp Gly Ala Asp 
610 615 620 
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GCT GGC GGA GTT GAT TAT GCT CTG AAT AGA GCT CTC TCT GCT TGG TAC 1919 
Ala Gly Gly Val Asp Tyr Ala Leu Asn Arg Ala Leu Ser Ala Trp Tyr 
625 630 635 

GAT GGT CGG GAT TGG TTC AAC TCT TTA TGC AAG CAG GTC ATG GAA CAA 1967 
Asp Gly Arg Asp Trp Phe Asn Ser Leu Cys Lys Gin Val Met Glu Gin 
640 645 650 655 

GAT TGG TCT TGG AAC CGA CCT GCT CTT GAT TAT TTG GAG CTT TAC CAT 2015 
Asp Trp Ser Trp Asn Arg Pro Ala Leu Asp Tyr Leu Glu Leu Tyr His 

660 665 670 

GCT GCT AGA AAG TTA GAA TAGTTAGTTT GTGAGATGCT AGCAGAAAAA 2063 
Ala Ala Arg Lys Leu Glu 

675 

TTCACGAGAT CTGCAATCTG TACAGGTTCA GTGTTTGCGT CTGGACAGCT TTTTATTTCC 212 3 

TATATCAAAG TATAAATCAA GTCTACACTG AGATCAATAG CAGACAGTCC TCAGTTCATT 2183 

TCATTTTTTG TGCAACATAT GAAAGAGCTT AGCCTCTAAT AATGTAGTCA TTGATGATTA 2 24 3 

TTTGTTTTGG GAAGAAATGA GAAATCAAAG GATGCAAAAT ACTCTGAAAA AAAAAAAAAA 2303 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 2 : 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 677 Aminosauren 

(B ) ART : Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

<xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 2: 

His Glu Val Lys Lys Leu Val Lys Ser Glu Arg lie Asp Gly Asp Trp 
15 10 15 

Trp Tyr Thr Glu Val Val lie Pro Asp Gin Ala Leu Phe Leu Asp Trp 

20 25 30 

Val Phe Ala Asp Gly Pro Pro Lys His Ala lie Ala Tyr Asp Asn Asn 
35 40 45 

His Arg Gin Asp Phe His Ala lie Val Pro Asn His lie Pro Glu Glu 
50 55 60 

Leu Tyr Trp Val Glu Glu Glu His Gin lie Phe Lys Thr Leu Gin Glu 
65 70 75 80 

Glu Arg Arg Leu Arg Glu Ala Ala Met Arg Ala Lys Val Glu Lys Thr 

85 90 95 
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Ala Ueu Leu Lys Thr Glu Thr Lys Glu Axg Thr Met Lys Ser Phe Leu 

100 105 110 

Leu Ser Gin Lys His Val Val Tyr Thr Glu Pro Leu Asp lie Gin Ala 
lis 120 125 

Gly Ser Ser Val Thr Val Tyr Tyr Asn Pro Ala Asn Thr Val Leu Asn 
130 135 140 

Gly Lys Pro Glu He Trp Phe Arg Cys Ser Phe Asn Arg Trp Thr His 
145 150 155 160 

Arg Leu Gly Pro Leu Pro Pro Gin Lys Met Ser Pro Ala Glu Asn Gly 

165 170 175 

Thr His Val Arg Ala Thr Val Lys Val Pro Leu Asp Ala Tyr Met Met 

180 laS 190 

Asp Phe Val Phe Ser Glu Arg Glu Asp Gly Gly He Phe Asp Asn Lys 
195 200 205 

Ser Gly Met Asp Tyr His He Pro Val Phe Gly Gly Val Ala Lys Glu 
210 215 220 

Pro Pro Met His lie Val His He Ala Val Glu Met Ala Pro He Ala 
225 230 235 240 

Lys Val Gly Gly Leu Gly Asp Val Val Thr Ser Leu Ser Arg Ala Val 

245 250 255 

Gin Asp Leu Asn His Asn Val Asp He He Leu Pro Lys Tyr Asp Cys 

260 265 270 

Leu Lys Met Asn Asn Val Lys Asp Phe Arg Phe His Lys Asn Tyr Phe 
275 280 285 

Trp Gly Gly Thr Glu He Lys Val Trp Phe Gly Lys Val Glu Gly Leu 
290 295 300 

Ser Val Tyr Phe Leu Glu Pro Gin Asn Gly Leu Phe Ser Lys Gly Cys 
305 310 315 320 

Val Tyr Gly Cys Ser Asn Asp Gly Glu Arg Phe Gly Phe Phe Cys His 

325 330 335 

Ala Ala Leu Glu Phe Leu Leu Gin Gly Gly Phe Ser Pro Asp He He 

340 345 350 

His Cys His Asp Trp Ser Ser Ala Pro Val Ala Trp Leu Phe Lys Glu 
355 360 365 

Gin Tyr Thr His Tyr Gly Leu Ser Lys Ser Arg He Val Phe Thr He 
370 375 380 
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His Asn Leu Glu Phe Gly Ala Asp Leu lie Gly Arg Ala Met Thr Asn 
385 390 395 400 

Ala Asp Lys Ala Thr Thr Val Ser Pro Thr Tyr Ser Gin Glu Val Ser 

405 410 415 

Gly Asn Pro Val He Ala Pro His Leu His Lys Phe His Gly He Val 

420 425 430 

Asn Gly He Asp Pro Asp He Trp Asp Pro Leu Asn Asp Lys Phe He 
435 440 445 

Pro He Pro Tyr Thr Ser Glu Asn Val Val Glu Gly Lys Thr Ala Ala 
450 455 460 

Lys Glu Ala Leu Gin Arg Lys Leu Gly Leu Lys Gin Ala Asp Leu Pro 
465 470 475 480 

Leu Val Gly He He Thr Arg Leu Thr His Gin Lys Gly He His Leu 

4BS 490 495 

He Lys His Ala He Trp Arg Thr Leu Glu Arg Asn Gly Gin Val Val 

500 505 SIO 

Leu Leu Gly Ser Ala Pro Asp Pro Arg Val Gin Asn Asp Phe Val Asn 
SIS 520 525 

Leu Ala Asn Gin Leu His Ser Lys Tyr Asn Asp Arg Ala Arg Leu Cys 
530 535 540 

Leu Thr Tyr Asp Glu Pro Leu Ser His Leu He Tyr Ala Gly Ala Asp 
545 550 555 560 

Phe He Leu Val Pro Ser He Phe Glu Pro Cys Gly Leu Thr Gin Leu 

565 570 575 

Thr Ala Met Arg Tyr Gly Ser He Pro Val Val Arg Lys Thr Gly Gly 

580 585 590 

Leu Tyr Asp Thr Val Phe Asp Val Asp His Asp Lys Glu Arg Ala Gin 
595 600 605 

Gin Cys Gly Leu Glu Pro Asn Gly Phe Ser Phe Asp Gly Ala Asp Ala 
610 615 620 

Gly Gly Val Asp Tyr Ala Leu Asn Arg Ala Leu Ser Ala Trp Tyr Asp 
625 630 635 640 

Gly Arg Asp Trp Phe Asn Ser Leu Cys Lys Gin Val Met Glu Gin Asp 

645 650 655 

Trp Ser Trp Asn Arg Pro Ala Leu Asp Tyr Leu Glu Leu Tyr His Ala 

660 665 670 
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Ala Arg Lys Leu Glu 
675 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 3: 

(i) SEQUENZKENN2EICHEN: 

(A) LtANGE: 1758 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA zu mRNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 

(vi) XXRSPRUNLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS : Solanum tuberosum 

(B) STAMM: cv. Berolina 

(F) GEWEBETYP: Knollengewebe 

(vii) UNMITTEIuBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: cDNA-Bibliothek in pBluescriptSKII + 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE :1 . .1377 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /function = " Polymer is ieriing von 
Staerke " 

/products "Staerkesynthase" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 3: 

GGC ACG AGC AAT GCT GTT GAC CTT GAT GTG CGG GCC ACT GTC CAT TGC 4 8 

Gly Thr Ser Asn Ala Val Asp Leu Asp Val Arg Ala Thr Val His Cys 
15 10 IS 

TTT GGT GAT GCA CAG GAA GTA GCC TTC TAC CAT GAA TAG AGG GCA GGT 96 
Phe Gly Asp Ala Gin Glu Val Ala Phe Tyr His Glu Tyr Arg Ala Gly 

20 25 30 

GTT GAT TGG GTA TTT GTG GAC CAC TCT TCT TAC CGC AGA CCT GGA ACG 144 
Val Asp Trp Val Phe Val Asp His Ser Ser Tyr Arg Arg Pro Gly Thr 
35 40 45 

CCA TAT GGT GAT ATT TAT GGT GCA TTT GGT GAT AAT CAG TTT CGC TTC 192 
Pro Tyr Gly Asp lie Tyr Gly Ala Phe Gly Asp Asn Gin Phe Arg Phe 
50 55 60 

ACT TTG CTT TCT CAC GCA GCA TGT GAA GCG CCA TTG GTT CTT CCA CTG 24 0 

Thr Leu Leu Ser His Ala Ala Cys Glu Ala Pro Leu Val Leu Pro Leu 
65 70 75 80 
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GGA GGG TTC ACT TAT GGA GAG AAG TGC TTG TTT CTC GCT AAT GAT TGC 288 
Gly Gly Phe Thr Tyr Gly Glu Lys Cys Leu Phe Leu Ala* Asn Asp Cys 

85 90 

AAC GCT GCC TTG GTT CCT TTA CTT TTA GCG GCC AAG TAT CGT CCT TAT 33 6 

Asn Ala Ala Leu Val Pro Leu Leu Leu Ala Ala Lys Tyr Arg Pro Tyr 

100 lOS 110 

GGT GTT TAC AAG GAT GCT CGT AGT ATT GTC GCA ATA CAC AAC ATT GCA 384 
Gly Val Tyr Lys Asp Ala Arg Ser He Val Ala He His Asn He Ala 
115 120 125 

CAT CAG GGA GTG GAG CCT GCA GTA ACC TAC AAT AAT TTG GGT TTG CCT 432 
His Gin Gly Val Glu Pro Ala Val Thr Tyr Asn Asn Leu Gly Leu Pro 
130 135 140 

CCA CAA TGG TAT GGA GCA GTT GAA TGG ATA TTT CCC ACA TGG GCA AGG 48 0 

Pro Gin Trp Tyr Gly Ala Val Glu Trp He Phe Pro Thr Trp Ala Arg 
145 150 ISS 160 

GCG CAT GCG CTT GAC ACT GGT GAA ACA GTG AAC GTT TTG AAA GGG GCA 52 8 

Ala His Ala Leu Asp Thr Gly Glu Thr Val Asn Val Leu Lys Gly Ala 

165 170 175 

ATA GCA GTT GCT GAT CGG ATA CTG ACA GTT AGC CAG GGA TAC TCA TGG 576 
He Ala Val Ala Asp Arg He Leu Thr Val Ser Gin Gly Tyr Ser Trp 

180 135 190 

GAA ATA ACA ACT CCT GAA GGG GGA TAT GGG CTA CAT GAG CTG TTG AGC 624 
Glu He Thr Thr Pro Glu Gly Gly Tyr Gly Leu His Glu Leu Leu Ser 
195 200 205 

AGT AGA CAG TCT GTT CTT AAT GGA ATT ACT AAT GGA ATA GAT GTT AAT 672 
Ser Arg Gin Ser Val Leu Asn Gly He Thr Asn Gly He Asp Val Asn 
210 215 220 

GAT TGG AAC CCG TCG ACA GAT GAG CAT ATC GCT TCG CAT TAC TCC ATC 72 0 

Asp Trp Asn Pro Ser Thr Asp Glu His He Ala Ser His Tyr Ser He 
225 230 235 240 

AAT GAC CTC TCC CCC CCT GGA AAG GTT CAG TGC AAG ACT GAT CTG CAA 768 
Asn Asp Leu Ser Pro Pro Gly Lys Val Gin Cys Lys Thr Asp Leu Gin 

245 250 255 

AAG GAA CTG GGC CTT CCA ATT CGA CCC GAT TGT CCA CTG ATT GGA TTT 816 
Lys Glu Leu Gly Leu Pro He Arg Pro Asp Cys Pro Leu He Gly Phe 

260 265 270 

ATT GGA AGG CTG GAC TAC CAG AAA GGT GTT GAC ATA ATC CTG TCA GCA 864 
He Gly Arg Leu Asp Tyr Gin Lys Gly Val Asp He He Leu Ser Ala 
275 280 285 

ATT CCA GAA CTT ATG CAG AAT GAT GTC CAA GTT GTA ATG CTT GGA TCT 912 
He Pro Glu Leu Met Gin Asn Asp Val Gin Val val Met Leu Gly Ser 
290 295 300 
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GGT GAG AAA CAA TAT GAA GAC TGG ATG AGA CAT ACA GAA AAT CTT TTT 960 
Gly Glu Lys Gin Tyr Glu Asp Trp Met Arg His Thr Glu Asn Leu Phe 
305 310 315 320 

AAA GAC AAA TTT CGT GOT TGG GTT GGA TTT AAT GTT CCA GTT TCT CAT 1008 
Lys Asp Lys Phe Arg Ala Trp Val Gly Phe Asn Val Pro Val Ser His 

325 330 335 

AGG ATA ACA GCA GGA TGC GAC ATA CTA TTG ATG CCC TCA AGA TTC GAA 1056 
Arg lie Thr Ala Gly Cys Asp lie Leu Leu Met Pro Ser Arg Phe Glu 

340 345 350 

CCG TGT GGC TTA AAC CAA TTG TAT GCA ATG AGA TAT GGC ACC ATA CCT 1104 
Pro Cys Gly Leu Asn Gin Leu Tyr Ala Met Arg Tyr Gly Thr lie Pro 
355 360 365 

ATT GTT CAT AGC ACG GGG GGC CTA AGA GAC ACA GTG AAG GAT TTT AAT 1152 
lie Val His Ser Thr Gly Gly Leu Arg Asp Thr Val Lys Asp Phe Asn 
370 375 380 

CCA TAT GCT CAA GAA GGA AAA GGT GAA GGT ACC GGG TGG ACA TTT TCT 12 00 

Pro Tyr Ala Gin Glu Gly Lys Gly Glu Gly Thr Gly Trp Thr Phe Ser 
385 390 395 400 

CCT CTA ACG AGT GAA AAG TTG TTT GAT ACA CTG AAG CTG GCG ATC AGG 1248 
Pro Leu Thr Ser Glu Lys Leu Phe Asp Thr Leu Lys Leu Ala lie Arg 

405 410 415 

ACT TAT ACA GAA CAT AAG TCA TCT TGG GAG GGA TTG ATG AAG AGA GGT 12 96 

Thr Tyr Thr Glu His Lys Ser Ser Trp Glu Gly Leu Met Lys Arg Gly 

420 425 430 

ATG GGA AGG GAC TAT TCC TGG GAA AAT GCA GCC ATT CAA TAT GAG CAA 1344 
Met Gly Arg Asp Tyr Ser Trp Glu Asn Ala Ala lie Gin Tyr Glu Gin 
435 440 445 

GTT TTC ACC TGG GCC TTT ATA GAT CCT CCA TAT GTCAGATGAT TTATCAAGAA 13 97 

Val Phe Thr Trp Ala Phe lie Asp Pro Pro Tyr 
450 455 



AGATTGCAAA 


CGGGATACAT 


CATTAAACTA 


TACGCAGAGC 


TTTTGGTGCT 


ATT AGC TACT 


1457 


GTCATTGGGC 


GCGGAATGTT 


TGTGGTTCTT 


TCTGATTCAG 


AGAGATCAAG 


TTAGTTCCAA 


1517 


AGACATGTAG 


CCTGCCCCTG 


TCTGTGATGA 


AGTAAAACTA 


CAAAGGCAAT 


TAGAAACCCA 


1577 


CCAACAACTG 


CCTCCTTTGG 


GAGAAGAGTG 


GAAATATGTA 


AAAAAGAATT 


TTGAGTTTAA 


1637 


TGTCAATTGA 


ATTAATTATT 


CTCATTTTTA 


AAAAAAACAT 


CTCATCTCAT 


ACAATATATA 


1697 


AAATTGATCA 


TG ATTG ATG C 


CCCCTAAAAA 


AAAAAAAAAA 


AAAAAAAAAA 


AAAAAAAAAA 


1757 


A 






t 






1758 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 4: 

(i) SEQUEN2KENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 459 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEkOls : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 4: 

Gly Thr Ser Asn Ala Val Asp Leu Asp Val Arg Ala Thr Val His Cys 
15 10 15 

Phe Gly Asp Ala Gin Glu Val Ala Phe Tyr His Glu Tyr Arg Ala Gly 

20 25 30 

Val Asp Trp Val Phe Val Asp His Ser Ser Tyr Arg Arg Pro Gly Thr 
35 40 45 

Pro Tyr Gly Asp lie Tyr Gly Ala Phe Gly Asp Asn Gin Phe Arg Phe 
50 55 60 

Thr Leu Leu Ser His Ala Ala Cys Glu Ala Pro Leu Val Leu Pro Leu 
65 70 75 80 

Gly Gly Phe Thr Tyr Gly Glu Lys Cys Leu Phe Leu Ala Asn Asp Cys 

85 90 95 

Asn Ala Ala Leu Val Pro Leu Leu Leu Ala Ala Lys Tyr Arg Pro Tyr 

100 105 110 

Gly Val Tyr Lys Asp Ala Arg Ser lie Val Ala lie His Asn lie Ala 
lis 120 125 

His Gin Gly Val Glu Pro Ala Val Thr Tyr Asn Asn Leu Gly Leu Pro 
130 135 140 

Pro Gin Trp Tyr Gly Ala Val Glu Trp lie Phe Pro Thr Trp Ala Arg 
145 150 155 160 

Ala His Ala Leu Asp Thr Gly Glu Thr Val Asn Val Leu Lys Gly Ala 

165 170 175 

lie Ala Val Ala Asp Arg lie Leu Thr Val Ser Gin Gly Tyr Ser Trp 

180 185 190 

Glu He Thr Thr Pro Glu Gly Gly Tyr Gly Leu His Glu Leu Leu Ser 
195 200 205 

Ser Arg Gin Ser Val Leu Asn Gly He Thr Asn Gly He Asp Val Asn 
210 215 220 

Asp Trp Asn Pro Ser Thr Asp Glu His He Ala Ser His Tyr Ser He 
225 230 235 240 
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Asn Asp Leu Ser Pro Pro Gly Lys Val Gin Cys Lys Thr Asp Leu Gin 

245 250 255 

Lys Glu Leu Gly Leu Pro lie Arg Pro Asp Cys Pro Leu lie Gly Phe 

260 265 270 

lie Gly Arg Leu Asp Tyr Gin Lys Gly Val Asp He He Leu Ser Ala 
275 280 285 

He Pro Glu Leu Met Gin Asn Asp Val Gin Val Val Mec Leu Gly Ser 
290 295 300 

Gly Glu Lys Gin Tyr Glu Asp Trp Met Arg His Thr Glu Asn Leu Phe 
305 310 315 320 

Lys Asp Lys Phe Arg Ala Trp Val Gly Phe Asn Val Pro Val Ser His 

325 330 335 

Arg He Thr Ala Gly Cys Asp He Leu Leu Met Pro Ser Arg Phe Glu 

340 345 350 

Pro Cys Gly Leu Asn Gin Leu Tyr Ala Met Arg Tyr Gly Thr He Pro 
355 360 365 

He Val His Ser Thr Gly Gly Leu Arg Asp Thr Val Lys Asp Phe Asn 
370 375 380 

Pro Tyr Ala Gin Glu Gly Lys Gly Glu Gly Thr Gly Trp Thr Phe Ser 
385 390 395 400 

Pro Leu Thr Ser Glu Lys Leu Phe Asp Thr Leu Lys Leu Ala He Arg 

405 410 415 

Thr Tyr Thr Glu His Lys Ser Ser Trp Glu Gly Leu Met Lys Arg Gly 

420 425 430 

Met Gly Arg Asp Tyr Ser Trp Glu Asn Ala Ala He Gin Tyr Glu Gin 
435 440 445 

Val Phe Thr Trp Ala Phe He Asp Pro Pro Tyr 
450 455 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 1926 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: nicht beJcannt 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : cDNA zu mRNA 
(iii) HVPOTHETISCH: NEIN 
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(iv) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPROnLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS : Solanucn tuberosum 

(B) STAMM: cv. Berolina 

(F) GEWEBETYP: Knollengewebe 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK; cDNA-Bibliothek in pBluescriptSK+ 

(ix) MERKMAL: 

{A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE : 2 . . 1675 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /function a "Polymerisierting von 
Staerke" 

/product- "Staerkesynthase" 



(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

C GGC ACG AGC AAA AGT TTA GTA GAT GTT CCT GGA AAG AAG ATC CAG 46 
Gly Thr Ser Lys Ser Leu Val Asp Val Pro Gly Lys Lys lie Gin 

15 10 15 ' 

TCT TAT ATG CCT TCA TTA CGT AAA GAA TCC TCA GCA TCC CAT GTG GAA 94 
Ser Tyr Met Pro Ser Leu Arg Lys Glu Ser Ser Ala Ser His Val Glu 

20 25 30 

CAG AGG AAT GAA AAT CTT GAA GGA TCA AGT GCT GAG GCA AAC GAA GAG 142 
Gin Arg Asn Glu Asn Leu Glu Gly Ser Ser Ala Glu Ala Asn Glu Glu 

35 40 45 

ACT GAA GAT CCT GTG AAT ATA GAT GAG AAA CCC CCT CCA TTG GCA GGA 190 
Thr Glu Asp Pro Val Asn lie Asp Glu Lys Pro Pro Pro Leu Ala Gly 
SO 55 60 

ACA AAT GTT ATG AAC ATT ATT TTG GTG GCT TCA GAA TGC GCT CCA TGG 23 8 

Thr Asn Val Met Asn lie lie Leu Val Ala Ser Glu Cys Ala Pro Trp 
65 70 75 

TCT AAA ACA GGT GGG CTT GGA GAT GTT GCT GGA GCA TTA CCC AAA GCT 2 86 

Ser Lys Thr Gly Gly Leu Gly Asp Val Ala Gly Ala Leu Pro Lys Ala 
80 85 90 95 

TTG GCT CGA CGT GGC CAC AGA GTT ATG GTT GTG GCA CCT CGT TAT GAC 334 
Leu Ala Arg Arg Gly His Arg Val Met Val Val Ala Pro Arg Tyr Asp 

100 105 110 

AAC TAT CCT GAA CCT CAA GAT TCT GGT GTA AGA AAA ATT TAT AAA GTT 3 82 

Asn Tyr Pro Glu Pro Gin Asp Ser Gly Val Arg Lys lie Tyr Lys Val 

115 120 125 

GAT GGT CAG GAT GTG GAA GTG ACT TAC TTC CAA GCT TTT ATT GAT GGT 430 
Asp Gly Gin Asp Val Glu Val Thr Tyr Phe Gin Ala Phe lie Asp Gly 
130 135 \ 140 
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GTG GAT TTT GTT TTC ATT GAC AGT CAT ATG TTT AG A CAC ATT GGG AAC 4 78 

Val Asp Phe Val Phe lie Asp Ser His Met Phe Arg His He Gly Asn 
145 150 155 

AAC ATT TAC GGA GGG AAC CGT GTG GAT ATT TTA AAA CGC ATG GTT TTA 526 
Asn He Tyx Gly Gly Asn Arg Val Asp He Leu Lys Arg Met Val Leu 
160 165 170 175 

TTT TGC AAA GCA GCG ATT GAG GTT CCT TGG CAT GTT CCA TGT GGT GGG 574 
Phe Cys Lys Ala Ala He Glu Val Pro Trp His Val Pro Cys Gly Gly 

180 185 190 

GTC TGC TAT GGA GAT GGA AAT TTA GTG TTC ATT GCT AAT GAT TGG CAT 622 
Val Cys Tyr Gly Asp Gly Asn Leu Val Phe He Ala Asn Asp Trp His 

195 200 205 

ACT GCT TTA TTG CCA GTA TAT CTG AAA GCT TAT TAT CGT GAC AAT GGA 670 
Thr Ala Leu Leu Pro Val Tyr Leu Lys Ala Tyr Tyr Arg Asp Asn Gly 
210 215 220 

ATT ATG AAC TAT ACA AGA TCT GTC CTG GTG ATT CAT AAC ATC GCT CAT 718 
He Met Asn Tyr Thr Arg Ser Val Leu Val He His Asn He Ala His 
225 230 235 

CAG GGT CGT GGT CCT TTG GAG GAT TTT TCA TAT GTA GAT CTT CCA CCA 766 
Gin Gly Arg Gly Pro Leu Glu Asp Phe Ser Tyr Val Asp Leu Pro Pro 
240 245 250 255 

CAC TAT ATG GAC CCT TTC AAG TTG TAT GAC CCA GTA GGA GGT GAG CAT 814 
His Tyr Met Asp Pro Phe Lys Leu Tyr Asp Pro Val Gly Gly Glu His 

260 265 270 

TTC AAC ATT TTT GCG GCT GGT CTA AAG ACA GCA GAT CGT GTA GTT ACA 862 
Phe Asn He Phe Ala Ala Gly Leu Lys Thr Ala Asp Arg Val Val Thr 

275 280 285 

GTT AGT CAT GGA TAT TCA TGG GAA CTA AAG ACT TCC CAA GGT GGT TGG 910 
Val Ser His Gly Tyr Ser Trp Glu Leu Lys Thr Ser Gin Gly Gly Trp 
290 295 300 

GGA TTG CAT CAG ATA ATT AAT GAG AAC GAT TGG AAA TTA CAG GGT ATT 958 
Gly Leu His Gin He He Asn Glu Asn Asp Trp Lys Leu Gin Gly He 
305 310 315 

GTG AAT GGG ATT GAT ACA AAA GAG TGG AAC CCT GAG TTG GAC GTT CAC 1006 
Val Asn Gly He Asp Thr Lys Glu Trp Asn Pro Glu Leu Asp Val His 
320. 325 330 335 

TTA CAG TCA GAT GGT TAC ATG AAC TAC TCC TTG GAC ACG CTA CAG ACT 1054 
Leu Gin Ser Asp Gly Tyr Met Asn Tyr Ser Leu Asp Thr Leu Gin Thr 

340 345 350 
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GGC AAG CCT CAA TGT AAA GCT GCA TTG CAG AAG GAA CTT GGT TTA CCA 1102 
Gly Lys Pro Gin Cys Lys Ala Ala Leu Gin Lys Glu Leu Gly Leu Pro 

355 360 365 

GTT CGT GAT GAT GTC CCA CTG ATC GGT TTC ATT GGG AGG CTT GAC CCA 1150 
Val Arg Asp Asp Val Pro Leu lie Gly Phe lie Gly Arg Leu Asp Pro 
370 375 380 

CAA AAG GGT GTT GAT CTG ATT GCT GAG GCC AGT GCT TGG ATG ATG GGT 1198 
Gin Lys Gly Val Asp Leu lie Ala Glu Ala Ser Ala Trp Met Met Gly 
385 390 395 

CAG GAT GTA CAA CTG GTC ATG TTG GGG ACG GGG AGG CGT GAC CTT GAA 1246 
Gin Asp Val Gin Leu Val Met Leu Gly Thr Gly Arg Arg Asp Leu Glu 
400 405 410 415 

CAG ATG CTA AGG CAA TTT GAG TGT CAA CAC AAT GAT AAA ATT AGA GGA 12 94 

Gin Met Leu Arg Gin Phe Glu Cys Gin His Asn Asp Lys lie Arg Gly 

420 425 430 

TGG GTT GGT TTC TCT GTG AAG ACT TCT CAT CGT ATA ACT GCT GGT GCA 134 2 

Trp Val Gly Phe Ser Val Lys Thr Ser His Arg lie Thr Ala Gly Ala — - 

435 440 445 t 

GAC ATT CTG CTC ATG CCT TCT AGA TTT GAG GCC TTG CGA CTG AAC CAG 13 9 0 

Asp lie Leu Leu Met Pro Ser Arg Phe Glu Ala Leu Arg Leu Asn Gin -T 
450 455 460 

CTT TAT GCA ATG AAA TAT GGG ACT ATT CCT GTT GTT CAT GCA GTA GGA 143 8 

Leu Tyr Ala Met Lys Tyr Gly Thr lie Pro Val Val His Ala Val Gly 
465 470 475 

GGA CTC AGA GAT ACT GTG CAG CCC TTT GAT CCT TTT AAT GAG TCA GGA 14 86 

Gly Leu Arg Asp Thr Val Gin Pro Phe Asp Pro Phe Asn Glu Ser Gly 
480 485 490 495 

CTG GGG TGG ACC TTC AGT AGG GCT GAA GCT AGC CAG CTG ATC CAC GCA 1534 
Leu Gly Trp Thr Phe Ser Arg Ala Glu Ala Ser Gin Leu lie His Ala 

500 505 510 

TTA GGA AAT TGC TTA CTG ACT TAT CGT GAG TAC AAA AAG AGT TGG GAG 1582 
Leu Gly Asn Cys Leu Leu Thr Tyr Arg Glu Tyr Lys Lys Ser Trp Glu 

515 520 525 

OGG ATT CAG ACA CGT TGT ATG ACA CAA GAC TTA AGT TGG GAT AAT GCT 163 0 

Gly lie Gin Thr Arg Cys Met Thr Gin Asp Leu Ser Trp Asp Asn Ala 
530 535 540 

GCT CAG AAC TAT GAA GAA GTT CTC ATC GCT GCT AAG TAT CAG TGG 167 5 

Ala Gin Asn Tyr Glu Glu Val Leu lie Ala Ala Lys Tyr Gin Trp 
545 550 555 

TGAGGTTCAT TACTTGTAGA TATTTGGGGA TTTTGGCCAT TGTATCAAGT TCTAATGATG 173 5 

GGATTTCAGA GACATGTTTC TGGTATCGAC ACGAGAGGAT GCATGCAACA AGTTGGCTAA 1795 
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CTATCATACT ACTACCACGT CAGGAATGAT TGCCGCACTT GATCATGTAA TCATGTATAT 1855 
ACTCTATTTT GTTTGCAAAA TGTAGTTACA TGTTGCAATT TCTAAAAAAA AAAAAAAAAA 1915 
AAAAAAAAAA A 1926 



(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO : 6: 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 558 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE : linear 



(ii) ART DES MOLEKOLS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 6: 

Gly Thr Ser Lys Ser Leu Val Asp Val Pro Gly Lys Lys lie Gin Ser 
15 10 15 

Tyr Met Pro Ser Leu Arg Lys Glu Ser Ser Ala Ser His Val Glu Gin 

20 25 30 

Arg Asn Glu Asn Leu Glu Gly Ser Ser Ala Glu Ala Asn Glu Glu Thr 
35 40 45 

Glu Asp Pro Val Asn lie Asp Glu Lys Pro Pro Pro Leu Ala Gly Thr 
50 55 60 

Asn Val Met Asn lie lie . Leu Val Ala Ser Glu Cys Ala Pro Trp Ser 
65 70 75 80 

Lys Thr Gly Gly Leu Gly Asp Val Ala Gly Ala Leu Pro Lys Ala Leu 

85 90 95 



Ala Arg Arg Gly His Arg Val Met Val Val Ala Pro Arg Tyr Asp Asn 

100 105 110 

Tyr Pro Glu Pro Gin Asp Ser Gly Val Arg Lys lie Tyr Lys Val Asp 
115 120 125 

Gly Gin Asp val Glu Val Thr Tyr Phe Gin Ala Phe lie Asp Gly Val 
130 135 140 



Asp Phe Val Phe 
145 

lie Tyr Gly Gly 



lie Asp Ser His 
ISO 

Asn Arg Val Asp 
165 



Met Phe Arg His 
155 

lie Leu Lys Arg 
170 



lie Gly Asn Asn 

160 

Met Val Leu Phe 
175 



Cys Lys Ala Ala He Glu Val Pro Trp His Val Pro Cys Gly Gly Val 

180 185 190 
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Cys Tyr Gly Asp Gly Asn Leu Val Phe lie Ala Asn Asp Trp His Thr 
195 200 205 

Ala Leu Leu Pro Val Tyr Leu Lys Ala Tyr Tyr Arg Asp Asn Gly lie 
210 215 220 

Met Asn Tyr Thr Arg Ser Val Leu Val lie His Asn lie Ala His Gin 
225 230 235 240 

Gly Arg Gly Pro Leu Glu Asp Phe Ser Tyr Val Asp Leu Pro Pro His 

245 250 255 

Tyr Met Asp Pro Phe Lys Leu Tyr Asp Pro Val Gly Gly Glu His Phe 

260 265 270 

Asn lie Phe Ala Ala Gly Leu Lys Thr Ala Asp Arg Val Val Thr Val 
275 280 285 

Ser His Gly Tyr Ser Trp Glu Leu Lys Thr Ser Gin Gly Gly Trp Gly 
290 295 300 

Leu His Gin He He Asn Glu Asn Asp Trp Lys Leu Gin Gly He Val 
305 310 315 320 

Asn Gly He Asp Thr Lys Glu Trp Asn Pro Glu Leu Asp Val His Leu 

325 330 335 

Gin Ser Asp Gly Tyr Met Asn Tyr Ser Leu Asp Thr Leu Gin Thr Gly 

340 345 350 

Lys Pro Gin Cys Lys Ala Ala Leu Gin Lys Glu Leu Gly Leu Pro Val 
355 360 365 

Arg Asp Asp Val Pro Leu He Gly Phe He Gly Arg Leu Asp Pro Gin 
370 375 380 

Lys Gly Val Asp Leu He Ala Glu Ala Ser Ala Trp Met Met Gly Gin 
385 390 395 400 

Asp Val Gin Leu Val Met Leu Gly Thr Gly Arg Arg Asp Leu Glu Gin 

405 410 415 

Met Leu Arg Gin Phe Glu Cys Gin His Asn Asp Lys He Arg Gly Trp 

420 425 430 

Val Gly Phe Ser Val Lys Thr Ser His Arg He Thr Ala Gly Ala Asp 
435 440 445 

He Leu Leu Met Pro Ser Arg Phe Glu Ala Leu Arg Leu Asn Gin Leu 
450 455 460 

Tyr Ala Met Lys Tyr Gly Thr He Pro Val Val His Ala Val Gly Gly 
465 470 475 480 
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Leu Arg Asp Thr Val Gin Pro Phe Asp Pro Phe Asn Glu Ser Gly Leu 

485 490 495 

Gly Trp Thr Phe Ser Arg Ala Glu Ala Ser Gin Leu lie His Ala Leu 

500 505 510 

Gly Asn Cys Leu Leu Thr Tyr Arg Glu Tyr Lys Lys Ser Trp Glu Gly 
515 520 525 

lie Gin Thr Arg Cys Met Thr Gin Asp Leu Ser Trp Asp Asn Ala Ala 
530 535 540 

Gin Asn Tyr Glu Glu Val Leu lie Ala Ala Lys Tyr Gin Trp 
545 550 555 

( 2 ) ANGABEN 2U SEQ ID NO : 7 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 2793 Basenpaare 

(B) ART : Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : CDNA zu mRNA 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS : Solanum tuberosum 

(B) STAMM: cv Desir^e 

(F) GEWEBETYP : Blattgewebe 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: cDNA-Bibliothek in Lambda ZAPII 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL : CDS 

(B) LAGE: 242 . .2542 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 7: 

CCGCCCATTT TTCACCAAAC GTTTTTGACA TTGACCTCCA TTGTCGTTAC TTCTTGGTTT 60 

CTCTTTCAAT ATTGCTTCAC AATCCCTAAT TCTCTGTACT AGTCTCTATC TCAATTGGGT 120 

TTTCTTTACT TGTCAATTAT CTCTACTGGG TCGGCTTCTA TTTCCACTAG GTCACTCTGG 180 

TTCTTGAAAT CTTGGATTCC TATTATCCCT GTGAACTTCA TCTTTTGTGA TTTCTACTGT 240 

A ATG GAG AAT TCC ATT CTT CTT CAT AGT GGA AAT CAG TTC CAC CCC 286 
Met Glu Asn Ser lie Leu Leu His Ser Gly Asn Gin Phe His Pro 
1 5 10 15 

AAC TTA CCC CTT TTA GCA CTT AGG CCC AAA AAA TTA TCT CTA ATT CAT 334 
Asn Leu Pro Leu Leu Ala Leu Arg Pro Lys Lys Leu Ser Leu lie His 

20 25 30 
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GGC TCC AGT AGA GAG CAA ATG TGG AGG ATC AAG CGC GTT AAA GCA ACA 3 82 

Gly Ser Ser Arg Glu Gin Met Trp Arg lie Lys Arg Val Lys Ala Thr 

35 40 45 

GGT GAA AAT TCT GGG GAA GCT GCA AGT GCT GAT GAA TCG AAT GAT GCC 430 
Gly Glu Asn Ser Gly Glu Ala Ala Ser Ala Asp Glu Ser Asn Asp Ala 
50 55 60 

TTA CAG GTT ACA ATT GAA AAG AGC AAA AAG GTT TTA GCC ATG CAA GAG 4 78 

Leu Gin Val Thr lie Glu Lys Ser Lys Lys Val Leu Ala Met Gin Gin 
65 70 75 

GAC CTA CTT CAA CAG ATT GCA GAA AGA AGA AAA GTA GTC TCT TCA ATA 526 
Asp Leu Leu Gin Gin He Ala Glu Arg Arg Lys Val Val Ser Ser He 
80 85 90 95 

AAA AGC AGT CTT GCC AAT GCC AAA GGT ACT TAT GAT GGT GGG AGT GGT 574 
Lys Ser Ser Leu Ala Asn Ala Lys Gly Thr Tyr Asp Gly Gly Ser Gly 

100 105 110 

AGC TTA TCA GAT GTT GAT ATC CCT GAC GTG GAT AAA GAT TAT AAT GTT 622^ 
Ser Leu Ser Asp Val Asp He Pro Asp Val Asp Lys Asp Tyr Asn Val 

115 120 125 

ACT GTA CCT AGT ACT GCT GCT ACT CCA ATT ACT GAT GTC GAT AAA AAT 670 
Thr Val Pro Ser Thr Ala Ala Thr Pro He Thr Asp Val Asp Lys Asn 
130 135 140 

ACA CCG CCT GCT ATA AGC CAA GAT TTT GTT GAA AGT AAA AGA GAA ATC 718 
Thr Pro Pro Ala He Ser Gin Asp Phe Val Glu Ser Lys Arg Glu He 
145 ISO 155 

AAA AGG GAC CTG GCC GAT GAA AGG GCA CCC CCA CTG TCG AGA TCA TCT 766 
Lys Arg Asp Leu Ala Asp Glu Arg Ala Pro Pro Leu Ser Arg Ser Ser 
160 16S 170 175 

ATC ACA GCC AGT AGC CAG ATT TCC TCT ACT GTA AGT TCC AAA AGA ACG 814 
He Thr Ala Ser Ser Gin He Ser Ser Thr Val Ser Ser Lys Arg Thr 

180 1B5 190 

TTG AAT GTC CCT CCA GAA ACT CCG AAG TCC AGT CAA GAG ACA CTT TTG 862 
Leu Asn Val Pro Pro Glu Thr Pro Lys Ser Ser Gin Glu Thr Leu Leu 

195 200 205 

GAT GTG AAT TCA CGC AAA AGT TTA GTA GAT GTT CCT GGA AAG AAG ATC 910 
Asp Val Asn Ser Arg Lys Ser Leu Val Asp Val Pro Gly Lys Lys He 
210 215 220 

CAG TCT TAT ATG CCT TCA TTA CGT AAA GAA TCC TCA GCA TCC CAT GTG 95 8 

Gin Ser Tyr Met Pro Ser Leu Arg Lys Glu Ser Ser Ala Ser His Val 
225 230 235 
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GAA CAG AGG AAT GAA AAT CTT GAA GGA TCA AGT GOT GAG GCA AAC GAA 1006 
Glu Gin Arg Asn Glu Asn Leu Glu Gly Ser Ser Ala Glu Ala Asn Glu 
240 245 250 255 

GAG ACT GAA GAT CCT GTG AAT ATA GAT GAG AAA CCC CCT CCA TTG GCA 1054 
Glu Thr Glu Asp Pro Val Asn lie Asp Glu Lys Pro Pro Pro Leu Ala 

260 265 270 

GGA ACA AAT GTT ATG AAC ATT ATT TTG GTG GCT TCA GAA TGC GCT CCA 1102 
Gly Thr Asn Val Met Asn lie lie Leu Val Ala Ser Glu Cys Ala Pro 

215 280 285 

TGG TCT AAA ACA GGT GGG CTT GGA GAT GTT GCT GGA GCA TTA CCC AAA 1150 
Trp Ser Lys Thr Gly Gly Leu Gly Asp Val Ala Gly Ala Leu Pro Lys 
290 295 300 

GCT TTG GCT CGA CGT GGC CAC AGA GTT ATG GTT GTG GCA CCT CGT TAT 1198 
Ala Leu Ala Arg Arg Gly His Arg Val Met Val Val Ala Pro Arg Tyr 
305 310 315 

GAC AAC TAT CCT GAA CCT CAA GAT TCT GGT GTA AGA AAA ATT TAT AAA 124 6 

Asp Asn Tyr Pro Glu Pro Gin Asp Ser Gly Val Arg Lys lie Tyr Lys 
320 325 330 335 

GTT GAT GGT CAG GAT GTG GAA GTG ACT TAC TTC CAA GCT TTT ATT GAT 12 94 

Val Asp Gly Gin Asp Val Glu Val Thr Tyr Phe Gin Ala Phe lie Asp 

340 345 350 

GGT GTG GAT TTT GTT TTC ATT GAC AGT CAT ATG TTT AGA CAC ATT GGG 1342 
Gly Val Asp Phe Val Phe lie Asp Ser His Met Phe Arg His He Gly 

355 360 365 

AAC AAC ATT TAC GGA GGG AAC CGT GTG GAT ATT TTA AAA CGC ATG GTT 13 90 

Asn Asn lie Tyr Gly Gly Asn Arg Val Asp He Leu Lys Arg Met Val 
370 375 380 

TTA TTT TGC AAA GCA GCG ATT GAG GTT CCT TGG CAT GTT CCA TGT GGT 14 38 

Leu Phe Cys Lys Ala Ala He Glu Val Pro Trp His Val Pro Cys Gly 
385 390 395 

GGG GTC TGC TAT GGA GAT GGA AAT TTA GTG TTC ATT GCT AAT GAT TGG 14 86 

Gly Val Cys Tyr Gly Asp Gly Asn Leu Val Phe He Ala Asn Asp Trp 
400 405 410 415 

CAT ACT GCT TTA TTG CCA GTA TAT CTG AAA GCT TAT TAT CGT GAC AAT 1534 
His Thr Ala Leu Leu Pro Val Tyr Leu Lys Ala Tyr Tyr Arg Asp Asn 

420 425 430 

GGA ATT ATG AAC TAT ACA AGA TCT GTC CTG GTG ATT CAT AAC ATC GCT 15 82 

Gly He Met Asn Tyr Thr Arg Ser Val Leu Val He His Asn He Ala 

435 440 445 

CAT CAG GGT CGT GGT CCT TTG GAG GAT TTT TCA TAT GTA GAT CTT CCA 16 30 

His Gin Gly Arg Gly Pro Leu Glu Asp Phe Ser Tyr Val Asp Leu Pro 
450 455 460 
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CCA CAC TAT ATG GAC CCT TTC AAG TTG TAT GAC CCA GTA GGA GGT GAG 167 8 

Pro His Tyr Met Asp Pro Phe Lys Leu Tyr Asp Pro Val Gly Gly Glu 
465 470 475 

CAT TTC AAC ATT TTT GCG GCT GGT CTA AAG ACA GCA GAT CGT GTA GTT 172 6 

His Phe Asn He Phe Ala Ala Gly Leu Lys Thr Ala Asp Arg Val Val 
480 485 490 495 

ACA GTT AGT CAT GGA TAT TCA TGG GAA CTA AAG ACT TCC CAA GGT GGT 1774 
Thr Val Ser His Gly Tyr Ser Trp Glu Leu Lys Thr Ser Gin Gly Gly 

500 505 SIO 

TGG GGA TTG CAT CAG ATA ATT AAT GAG AAC GAT TGG AAA TTA CAG GGT 1822 
Trp Gly Leu His Gin He He Asn Glu Asn Asp Trp Lys Leu Gin Gly 

SIS 520 525 

ATT GTG AAT GGG ATT GAT ACA AAA GAG TGG AAC CCT GAG TTG GAC GTT 18 70 

He Val Asn Gly He Asp Thr Lys Glu Trp Asn Pro Glu Leu Asp Val 
530 535 540 

CAC TTA CAG TCA GAT GGT TAC ATG AAC TAC TCC TTG GAC ACG CTA CAG 1916 
His Leu Gin Ser Asp Gly Tyr Met Asn Tyr Ser Leu Asp Thr Leu Gin 
545 550 555 

ACT GGC AAG CCT CAA TGT AAA GCT GCA TTG CAG AAG GAA CTT GGT TTA 1966 
Thr Gly Lys Pro Gin Cys Lys Ala Ala Leu Gin Lys Glu Leu Gly Leu 
560 565 570 575 

CCA GTT CGT GAT GAT GTC CCA CTG ATC GGT TTC ATT GGG AGG CTT GAC 2 014 

Pro Val Arg Asp Asp Val Pro Leu He Gly Phe He Gly Arg Leu Asp 

580 585 590 

CCA CAA AAG GGT GTT GAT CTG ATT GCT GAG GCC AGT GCT TGG ATG ATG 2062 
Pro Gin Lys Gly Val Asp Leu He Ala Glu Ala Ser Ala Trp Met Met 

595 600 60S 

GGT CAG GAT GTA CAA CTG GTC ATG TTG GGG ACG GGG AGG CGT GAC CTT 2110 
Gly Gin Asp Val Gin Leu Val Met Leu Gly Thr Gly Arg Arg Asp Leu 
610 615 620 

GAA CAG ATG CTA AGG CAA TTT GAG TGT CAA CAC AAT GAT AAA ATT AGA 2158 
Glu Gin Met Leu Arg Gin Phe Glu Cys Gin His Asn Asp Lys He Arg 
625 630 635 

GGA TGG GTT GGT TTC TCT GTG AAG ACT TCT CAT CGT ATA ACT GCT GGT 22 06 

Gly Trp Val Gly Phe Ser Val Lys Thr Ser His Arg He Thr Ala Gly 
640 645 650 655 

GCA GAC ATT CTG CTC ATG CCT TCT AGA TTT GAG CCT TGC GGA CTG AAC 22 54 

Ala Asp He Leu Leu Met Pro Ser Arg Phe Glu Pro Cys Gly Leu Asn 

660 665 670 
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CAG CTT TAT GCA ATG AAA TAT GGG ACT ATT CCT GTT GTT CAT GCA GTA 23 02 

Gin Leu Tyr Ala Met Lys Tyr Gly Thr lie Pro Val Val His Ala Val 

675 680 685 

GGA GGA CTC AGA GAT ACT GTG CAG CCC TTT GAT CCT TTT AAT GAG TCA 23 5 0 

Gly Gly Leu Arg Asp Thr Val Gin Pro Phe Asp Pro Phe Asn Glu Ser 
690 695 700 

GGA CTG GGG TGG ACC TTC AGT AGG GCT GAA GCT AGC CAG CTG ATC CAC 23 98 

Gly Leu Gly Trp Thr Phe Ser Arg Ala Glu Ala Ser Gin Leu lie His 
705 710 715 

GCA TTA GGA AAT TGC TTA CTG ACT TAT CGT GAG TAC AAA AAG AGT TGG 2446 
Ala Leu Gly Asn Cys Leu Leu Thr Tyr Arg Glu Tyr Lys Lys Ser Trp 
720 725 730 735 

GAG GGG ATT CAG ACA CGT TGT ATG ACA CAA GAC TTA AGT TGG GAT AAT 2494 
Glu Gly lie Gin Thr Arg Cys Met Thr Gin Asp Leu Ser Trp Asp Asn 

740 745 750 

GCT GCT CAG AAC TAT GAA GAA GTT CTC ATC GCT GCT AAG TAT CAG TGG 254 2 

Ala Ala Gin Asn Tyr Glu Glu Val Leu lie Ala Ala Lys Tyr Gin Trp 

755 760 765 

TGAGGTTCAT TACTTGTAGA TATTTGGGGA TTTTGGCCAT TGTATCAAGT TCTAATGATG 2602 

GGATTTCAGA GACATGTTTC TGGTATCGAC ACGAGAGGAT GCATGCAACA AGTTGGCTAA 2662 

CTATCATACT ACTACCACGT CAGGAATGAT TGCCGCACTT GATCATGTAA TCATGTATAT 2722 

ACTCTATTTT GTTTGCAAAA TGTAGTTACA TGTTGCAATT TCTAAAAAAA AAAAAAAAAA 2782 

AAAAAAAAAA A 2793 

(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: B: 

( i ) SEQXJENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 767 Aminosauren 

(B) ART: AminosSure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 8: 

Met Glu Asn Ser lie Leu Leu His Ser Gly Asn Gin Phe His Pro Asn 
15 10 15 

Leu Pro Leu Leu Ala Leu Arg Pro Lys Lys Leu Ser Leu lie His Gly 

20 25 30 

Ser Ser Arg Glu Gin Met Trp Arg lie Lys Arg Val Lys Ala Thr Gly 
35 40 45 
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Glu Asn Ser Gly Glu Ala Ala Ser Ala Asp Glu Ser Asn Asp Ala Leu 
50 55 60 

Gin Val Thr He Glu Lys Ser Lys Lya Val Leu Ala Met Gin Gin Asp 
65 70 75 80 

Leu Leu Gin Gin He Ala Glu Arg Arg Lys Val Val Ser Ser He Lys 

85 90 9S 

Ser Ser Leu Ala Asn Ala Lys Gly Thr Tyr Asp Gly Gly Ser Gly Ser 

100 105 110 

Leu Ser Asp Val Asp He Pro Asp Val Asp Lys Asp Tyr Asn Val Thr 
115 120 125 

Val Pro Ser Thr Ala Ala Thr Pro He Thr Asp Val Asp Lys Asn Thr 
130 135 140 

Pro Pro Ala He Ser Gin Asp Phe Val Glu Ser Lys Arg Glu He Lys 
145 150 155 160 

Arg Asp Leu Ala Asp Glu Arg Ala Pro Pro Leu Ser Arg Ser Ser He 

165 170 175 

Thr Ala Ser Ser Gin He Ser Ser Thr Val Ser Ser Lys Arg Thr Leu 

180 185 190 

Asn Val Pro Pro Glu Thr Pro Lys Ser Ser Gin Glu Thr Leu Leu Asp 
195 200 205 

Val Asn Ser Arg Lys Ser Leu Val Asp Val Pro Gly Lys Lys He Gin 
210 215 220 

Ser Tyr Met Pro Ser Leu Arg Lys Glu Ser Ser Ala Ser His Val Glu 
225 230 235 240 

Gin Arg Asn Glu Asn Leu Glu Gly Ser Ser Ala Glu Ala Asn Glu Glu 

245 250 255 

Thr Glu Asp Pro Val Asn He Asp Glu Lys Pro Pro Pro Leu Ala Gly 

260 265 270 

Thr Asn Val Met Asn He He Leu Val Ala Ser Glu Cys Ala Pro Trp 
275 280 285 

Ser Lys Thr Gly Gly Leu Gly Asp Val Ala Gly Ala Leu Pro Lys Ala 
290 295 300 

Leu Ala Arg Arg Gly His Arg Val Met Val Val Ala Pro Arg Tyr Asp 
305 310 315 320 

Asn Tyr Pro Glu Pro Gin Asp Ser Gly Val Arg Lys He Tyr Lys Val 

325 330 335 
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Asp Gly Gin Asp Val Glu Val Thr Tyr Phe Gin Ala Fhe lie Asp Gly 

340 345 350 

Val Asp Phe Val Phe lie Asp Ser His Met Phe Arg His lie Gly Asn 
355 360 365 

Asn lie Tyr Gly Gly Asn Arg Val Asp lie Leu Lys Arg Met Val Leu 
370 375 3B0 

Phe Cys Lys Ala Ala lie Glu Val Pro Trp His Val Pro Cys Gly Gly 
385 390 395 400 

Val Cys Tyr Gly Asp Gly Asn Leu Val Phe lie Ala Asn Asp Trp His 

405 410 415 

Thr Ala Leu Leu Pro Val Tyr Leu Lys Ala Tyr Tyr Arg Asp Asn Gly 

420 425 430 

lie Met Asn Tyr Thr Arg Ser Val Leu Val lie His Asn lie Ala His 
435 440 445 

Gin Gly Arg Gly Pro Leu Glu Asp Phe Ser Tyr Val Asp Leu Pro Pro 
450 455 460 

His Tyr Met Asp Pro Phe Lys Leu Tyr Asp Pro Val Gly Gly Glu His 
465 470 475 480 

Phe Asn lie Phe Ala Ala Gly Leu Lys Thr Ala Asp Arg Val Val Thr 

485 490 495 

Val Ser His Gly Tyr Ser Trp Glu Leu Lys Thr Ser Gin Gly Gly Trp 

500 505 510 

Gly Leu His Gin lie lie Asn Glu Asn Asp Trp Lys Leu Gin Gly lie 
515 520 525 

Val Asn Gly lie Asp Thr Lys Glu Trp Asn Pro Glu Leu Asp Val His 
530 535 540 

Leu Gin Ser Asp Gly Tyr Met Asn Tyr Ser Leu Asp Thr Leu Gin Thr 
545 550 555 560 

Gly Lys Pro Gin Cys Lys Ala Ala Leu Gin Lys Glu Leu Gly Leu Pro 

565 570 575 

Val Arg Asp Asp Val Pro Leu lie Gly Phe lie Gly Arg Leu Asp Pro 

580 585 590 

Gin Lys Gly Val Asp Leu lie Ala Glu Ala Ser Ala Trp Met Met Gly 
595 600 605 

Gin Asp Val Gin Leu Val Met Leu Gly Thr Gly Arg Arg Asp Leu Glu 
610 615 620 
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Gin Met Leu Arg Gin Phe Glu Cys Gin His Asn Asp Lys lie Arg Gly 
625 630 635 640 

Trp Val Gly Phe Ser Val Lys Thr Ser His Arg lie Thr Ala Gly Ala 

645 650 655 

Asp lie Leu Leu Met Pro Ser Arg Phe Glu Pro Cys Gly Leu Asn Gin 

660 665 670 

Leu Tyr Ala Met Lys Tyr Gly Thr lie Pro Val Val His Ala Val Gly 
675 680 685 

Gly Leu Arg Asp Thr Val Gin Pro Phe Asp Pro Phe Asn Glu Ser Gly 
690 695 700 

Leu Gly Trp Thr Phe Ser Arg Ala Glu Ala Ser Gin Leu lie His Ala 
70S 710 715 720 

Leu Gly Asn Cys Leu Leu Thr Tyr Arg Glu Tyr Lys Lys Ser Trp Glu 

725 730 735 

Gly lie Gin Thr Arg Cys Met Thr Gin Asp Leu Ser Trp Asp Asn Ala 

740 745 750 

Ala Gin Asn Tyr Glu Glu Val Leu lie Ala Ala Lys Tyr Gin Trp 
755 760 765 

(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKKNNZEICHEN: 

(A) LAMGE : 2360 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : CDNA 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS : Solanum tuberosum 

(B) STAMM: cv . DesirSe 

(F) GEWEBETYP: Blattgewebe 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: cDNA-Bibliothek in Lambda ZAPII 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: 68 . .1990 



(xi) SEQUENZ3ESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 9: 
AGATTTTCTA TATTGAAAGA TTTTGTCTTT ACATGATTCT TGATTTTACA GCAGGTGTCA 6 0 
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ATACCAA ATG GGG TCT CTG CAA ACA CCC ACA AAT CTT AGC AAT AAG TCA 109 
Met Gly Ser Leu Gin Thr Pro Thr Asn Leu Ser Asn Lys Ser 
1 S 10 

TGT TTA TGT GTG TCA GGG AGA GTT GTG AAG GGT TTG AGG GTA GAA AGA 157 
Cys Leu Cys Val Ser Gly Arg Val Val Lys Gly Leu Arg Val Glu Arg 
15 20 25 30 

CAA GTG GGG TTG GGG TTT TCT TGG TTG TTG AAG GGA CGA AGA AAC AGA 2 05 

Gin Val Gly Leu Gly Phe Ser Trp Leu Leu Lys Gly Arg Arg Asn Arg 

35 40 45 

AAA GTT CAA TCT TTG TGT GTT ACA AGT AGT GTT TCA GAT GGT TCA TCA 2 53 

Lys Val Gin Ser Leu Cys Val Thr Ser Ser Val Ser Asp Gly Ser Ser 

50 55 60 

ATT GCT GAA AAT AAG AAT GTG TCA GAA GGG CTT CTT TTG GGT GCT GAG 301 
lie Ala Glu Asn Lys Asn Val Ser Glu Gly Leu Leu Leu Gly Ala Glu 
65 70 75 

AGA GAT GGT TCT GGC TCT GTT GTT GGT TTT CAA TTG ATT CCA CAT TCT 34 9 

Arg Asp Gly Ser Gly Ser Val Val Gly Phe Gin Leu lie Pro His Ser 
80 85 90 

GTT GCA GGA GAT GCA ACA ATG GTA GAA TCT CAT GAT ATT GTA GCC AAT 397 
Val Ala Gly Asp Ala Thr Met Val Glu Ser His Asp lie Val Ala Asn 
95 100 105 110 

GAT AGA GAT GAC TTG AGT GAG GAT ACT GAG GAG ATG GAG GAA ACC CCA 44 5 

Asp Arg Asp Asp Leu Ser Glu Asp Thr Glu Glu Met Glu Glu Thr Pro 

115 120 125 

ATC AAA TTA ACT TTC AAT ATC ATT TTT GTT ACT GCT GAA GCA GCT CCA 4 93 

lie Lys Leu Thr Phe Asn lie lie Phe Val Thr Ala Glu Ala Ala Pro 

130 135 140 

TAT TCT AAG ACT GGT GGA TTA GGA GAT GTT TGT GGT TCT TTG CCA ATG 541 
Tyr Ser Lys Thr Gly Gly Leu Gly Asp Val Cys Gly Ser Leu Pro Met 
145 150 155 

GCA CTA GCT GCT CGG GGT CAT CGT GTA ATG GTC GTT TCA CCT AGG TAT 58 9 

Ala Leu Ala Ala Arg Gly His Arg Val Met Val Val Ser Pro Arg Tyr 
160 165 170 

TTG AAT GGA GGT CCT TCA GAT GAA AAG TAC GCC AAT GCT GTT GAC CTT 637 
Leu Asn Gly Gly Pro Ser Asp Glu Lys Tyr Ala Asn Ala Val Asp Leu 
175 180 185 190 

GAT GTG CGG GCC ACT GTC CAT TGC TTT GGT GAT GCA CAG GAA GTA GCC 68 5 

Asp Val Arg Ala Thr Val His Cys Phe Gly Asp Ala Gin Glu Val Ala 

195 200 205 

TTC TAC CAT GAA TAC AGG GCA GGT GTT GAT TGG GTA TTT GTG GAC CAC 73 3 

Phe Tyr His Glu Tyr Arg Ala Gly Val Asp Trp Val Phe Val Asp His 

210 215 220 
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TCT TCT TAC TGC AGA CCT GGA ACG CCA TAT GGT GAT ATT TAT GGT GCA 781 
Ser Ser Tyr Cys Arg Pro Gly Thr Pro Tyr Gly Asp lie Tyr Gly Ala 
225 230 235 

TTT GGT GAT AAT CAG TTT CGC TTC ACT TTG CTT TCT CAC GCA GCA TGT 82 9 

Phe Gly Asp Asn Gin Phe Arg Phe Thr Leu Leu Ser His Ala Ala Cys 
240 245 250 

GAA GCG CCA TTG GTT CTT CCA CTG GGA GGG TTC ACT TAT GGA GAG AAG 8 77 

Glu Ala Pro Leu Val Leu Pro Leu Gly Gly Phe Thr Tyr Gly Glu Lys 
255 260 265 270 

TGC TTG TTT CTC GCT AAT GAT TGG CAT GCT GCC CTG GTT CCT TTA CTT 925 
Cys Leu Phe Leu Ala Asn Asp Trp His Ala Ala Leu Val Pro Leu Leu 

275 280 285 

TTA GCG GCC AAG TAT CGT CCT TAT GGT GTT TAC AAG GAT GCT CGT AGT 973 
Leu Ala Ala Lys Tyr Arg Pro Tyr Gly Val Tyr Lys Asp Ala Arg Ser 

290 295 300 

ATT GTC GCA ATA CAC AAC ATT GCA CAT CAG GGA GTG GAG CCT GCA GTA -^1021 . 

lie Val Ala lie His Asn lie Ala His Gin Gly Val Glu Pro Ala Val 
305 310 315 

ACC TAC AAT AAT TTG GGT TTG CCT CCA CAA TGG TAT GGA GCA GTT GAA -1069 
Thr Tyr Asn Asn Leu Gly Leu Pro Pro Gin Trp Tyr Gly Ala Val Glu 
320 325 330 

TGG ATA TTT CCC ACA TGG GCA AGG GCG CAT GCG CTT GAC ACT GGT GAA - 1117 !^ 

Trp lie Phe Pro Thr Trp Ala Arg Ala His Ala Leu Asp Thr Gly Glu 
335 340 345 350 

ACA GTG AAC GTT TTG AAA GGG GCA ATA GCA GTT GCT GAT CGG ATA CTG 116 5 

Thr Val Asn Val Leu Lys Gly Ala lie Ala Val Ala Asp Arg lie Leu 

355 360 365 

ACA GTT AGC CAG GGA TAC TCA TGG GAA ATA ACA ACT CCT GAA GGG GGA 1213 
Thr Val Ser Gin Gly Tyr Ser Trp Glu lie Thr Thr Pro Glu Gly Gly 

370 375 380 

TAT GGG CTA CAT GAG CTG TTG AGC AGT AGA CAG TCT GTT CTT AAT GGA 1261 
Tyr Gly Leu His Glu Leu Leu Ser Ser Arg Gin Ser Val Leu Asn Gly 
385 390 395 

ATT ACT AAT GGA ATA GAT GTT AAT GAT TGG AAC CCG TCG ACA GAT GAG 13 09 

He Thr Asn Gly lie Asp Val Asn Asp Trp Asn Pro Ser Thr Asp Glu 
400 405 410 

CAT ATT GCT TCG CAT TAC TCC ATC AAT GAC CTC TCC GGA AAG GTT CAG 13 57 

His He Ala Ser His Tyr Ser He Asn Asp Leu Ser Gly Lys Val Gin 
415 420 425 430 
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TGC AAG ACT GAT CTG CAA AAG GAA CTG GGC CTT CCA ATT CGA CCT GAT 
CVS Lys Thr Asp Leu Gin Lys Glu Leu Gly Leu Pro lie Arg Pro Asp 

435 440 445 

TGT CCT CTG ATT GGA TTT ATT GGA AGG CTG GAC TAC CAG AAA GGT GTT 
CVS Pro Leu He Gly Phe He Gly Arg Leu Asp Tyr Gin Lys Gly Val 

450 455 460 

GAC ATA ATC CTG TCA GCA ATT CCA GAA CTT ATG CAG AAT GAT GTC CAA 
Asp He He Leu Ser Ala He Pro Glu Leu Met Gin Asn Asp Val Gin 
465 470 475 

GTT GTA ATG CTT GGA TCT GGT GAG AAA CAA TAT GAA GAC TGG ATG AGA 
val Val Met Leu Gly Ser Gly Glu Lys Gin Tyr Glu Asp Trp Met Arg 
480 485 490 

CAT ACA GAA AAT CTT TTT AAA GAC AAA TTT CGT GCT TGG GTT GGA TTT 
His Thr Glu Asn Leu Phe Lys Asp Lys Phe Arg Ala Trp Val Gly Phe 

505 SIO 



1405 



495 



500 



AAT GTT CCA GTT TCT CAT AGG ATA ACA GCA GGA TGC GAC ATA CTA TTG 
Asn Val Pro Val Ser His Arg He Thr Ala Gly Cys Asp He Leu Leu 

515 520 525 

ATG CCC TCA AGA TTC GAA CCG TGT GGC TTA AAC CAA TTG TAT GCA ATG 
Met Pro Ser Arg Phe Glu Pro Cys Gly Leu Asn Gin Leu Tyr Ala Met 

530 535 540 

AGA TAT GGC ACC ATA CCT ATT GTT CAT AGC ACG GGG GGC CTA AGA GAC 
Arg Tyr Gly Thr He Pro He Val His Ser Thr Gly Gly Leu Arg Asp 
545 550 555 

ACA GTG AAG GAT TTT AAT CCA TAT GCT CAA GAA GGA ATA GGT GAA GGT 
Thr val Lys Asp Phe Asn Pro Tyr Ala Gin Glu Gly He Gly Glu Gly 
560 565 570 

ACC GGG TGG ACA TTT TCT CCT CTA ACG AGT GAA AAG TTG CTT GAT ACA 
Thr Gly Trp Thr Phe Ser Pro Leu Thr Ser Glu Lys Leu Leu Asp Thr 
575 580 585 590 

CTG AAG CTG GCA ATC GGG ACT TAT ACA GAA CAT AAG TCA TCT TGG GAG 
Leu Lys Leu Ala He Gly Thr Tyr Thr Glu His Lys Ser Ser Trp Glu 

595 600 605 

Gt3A TTG ATG AGG AGA GGT ATG GGA AGG GAC TAT TCC TGG GAA AAT GCA 
Gly Leu Met Arg Arg Gly Met Gly Arg Asp Tyr Ser Trp Glu Asn Ala 

610 615 620 

GCC ATT CAA TAT GAA CAA GTT TTC ACC TGG GCC TTT ATA GAT CCT CCA 
Ala He Gin Tyr Glu Gin val Phe Thr Trp Ala Phe He Asp Pro Pro 
625 

TAT GTC AGA TGATTTATCA AGAAAGATTG CAAACGGGAT ACATCATTAA 

Tyr Val Arg 
640 



1453 



1501 



1549 



1597 



1645 



1693 



1741 



1789 



1837 



1685 



1933 



1981 



2030 
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ACTATACGCG GAGCTTTTGG TGCTATTAGC TACTGTCATT GGGCGCGGAA TGTTTGTGGT 2090 

TCTTTCTGAT TCAGAGAGAT CAAGTTAGTT CCAAAGACAT ACGTAGCCTG TCCCTGTCTG 2150 

TGAGGGAGTA AAACTACAAA AGGCAATTAG AAACCACCAA GAACTGGCTC CTTTGGGAGA 2210 

AGAGTGGAAA TATGTAAAAA AGAATTTTGA GTTTAATGTC AATTGATTAA TTGTTCTCAT 22 70 

TTTTAAAAAA AACATCTCAT CTCATACAAT ATATAAAATT GATCATGATT GATGAAAAAA 233 0 

AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 2360 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 641 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 10: 

Met Gly Ser Leu Gin Thr Pro Thr Asn Leu Ser Asn Lys Ser Cys Leu 
IS 10 15 

Cys Val Ser Gly Arg Val Val Lys Gly Leu Arg Val Glu Arg Gin Val 

20 25 30 

Gly Leu Gly Phe Ser Trp Leu Leu Lys Gly Arg Arg Asn Arg Lys Val 
35 40 45 

Gin Ser Leu Cys Val Thr Ser Ser Val Ser Asp Gly Ser Ser lie Ala 
50 55 60 

Glu Asn Lys Asn Val Ser Glu Gly Leu Leu Leu Gly Ala Glu Arg Asp 
65 70 75 80 

Gly Ser Gly Ser Val Val Gly Phe Gin Leu lie Pro His Ser Val Ala 

85 90 95 

Gly Asp Ala Thr Met Val Glu Ser His Asp lie Val Ala Asn Asp Arg 

100 105 110 

Asp Asp Leu Ser Glu Asp Thr Glu Glu Met Glu Glu Thr Pro lie Lys 
lis 120 125 

Leu Thr Phe Asn lie lie Phe Val Thr Ala Glu Ala Ala Pro Tyr Ser 
130 135 140 

Lys Thr Gly Gly Leu Gly Asp Val Cys Gly Ser Leu Pro Met Ala Leu 
145 150 155 160 
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Ala Ala Arg Gly His Arg Val Met Val Val Ser Pro Arg Tyr Leu Asn 

165 170 175 

Glv Gly Pro ser Asp Glu Lys Tyr Ala Asn Ala Val Asp Leu Asp Val 

180 185 190 

Ara Ala Thr Val His Cys Phe Gly Asp Ala Gin Glu Val Ala Phe Tyr 
195 200 205 

His Glu Tyr Arg Ala Gly Val Asp Trp Val Phe Val Asp His Ser Ser 
210 215 220 

Tyr cys Arg Pro Gly Thr Pro Tyr Gly Asp He Tyr Gly Ala Phe Gly 

230 235 240 



225 



ASP Asn Gin Phe Arg Phe Thr Leu Leu Ser His Ala Ala Cys Glu Ala 

245 250 255 

Pro Leu val Leu Pro Leu Gly Gly Phe Thr Tyr Gly Glu Lys Cys Leu 

260 265 270 

Phe Leu Ala Asn Asp Trp His Ala Ala Leu Val Pro Leu Leu Leu Ala 
275 280 285 

Ala Lys Tyr Arg Pro Tyr Gly Val Tyr Lys Asp Ala Arg Ser He Val 
290 295 300 

Ala He His Asn He Ala His Gin Gly Val Glu Pro Ala Val Thr Tyr 
305 310 315 320 

Asn Asn Leu Gly Leu Pro Pro Gin Trp Tyr Gly Ala Val Glu Trp He 

325 330 335 

Phe Pro Thr Trp Ala Arg Ala His Ala Leu Asp Thr Gly Glu Thr Val 

340 345 350 

Asn val Leu Lys Gly Ala He Ala Val Ala Asp Arg He Leu Thr Val 
355 360 365 

ser Gin Gly Tyr Ser Trp Glu He Thr Thr- Pro Glu Gly Gly Tyr Gly 
370 375 380 

Leu His Glu Leu Leu Ser Ser Arg Gin Ser Val Leu Asn Gly He Thr 
385 390 395 400 

Asn Gly He Asp Val Asn Asp Trp Asn Pro Ser Thr Asp Glu His He 

405 410 

Ala ser His Tyr Ser He Asn Asp Leu Ser Gly Lys Val Gin Cys Lys 

420 425 430 

Thr Asp Leu Gin Lys Glu Leu Gly Leu Pro He Arg Pro Asp Cys Pro 

- - 445 



435 



440 
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